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Basis of the report 
Priority 

| | Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 

Lack of unity of invention ^ 
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Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments ): 

| | the international application as originally filed. 

|^| the description, pages 1-38 , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-46 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

f filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/2-2/2 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 
1 1 the description, pages 

□ 

the claims, Nos. 



□ 

the drawings, sheets/fig 



3 I I ™ s re P ort nas been estaD *ish e d as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1 . Statement 






Novelty (N) Claims 


1 


-4 6 VES 


Claims 




NO 


Inventive step (IS) Claims 




YES 


Claims 


1 


-4 6 no 


Industrial applicability (IA) Claims 


1 


~ 46 YES 


Claims 




NO 



2. Citations and explanations 



Reference is made to the following documents: 

Dl: FR-A-2 695 392 (CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE 
SCIENTIFIQUE) 11 March 1994 (1994/03/11) 

D2: WO 90 11770 A (CALGENE INC) 18 October 1990 
(1990/10/18) 

D3: HOFFMANN J A ET AL . : insect defensins: 

inducible antibacterial peptides' IMMUNOLOGY 
TODAY., vol. 13, no. 10, 1992, pages 411-415, 
XP002089181 CAMBRIDGE GB 



The heliomycin polypeptides described in claim 1 
appear to be novel in so far as they describe 
primary sequences that are different from the 
molecules described in documents Dl and D2 . As for 
the defensins mentioned in Dl and D2, the molecules 
derived from formula (I) comprise variations in the 
length of the peptide fragments positioned between 
each of the six characteristic cysteines of the 
molecule . 



3. The molecules in the M defensins" class are known 
to a person skilled in the art, as evidenced by 
documents Dl or D2 . The heliomycin is a polypeptide 
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belonging to the same family described in the prior 
art. Said peptide has been purified from the 
hemolymph of immunized H. virescens lepidoptera 
larvae and is characterized, like all the members of 
its family, by its primary structure which is rich 
with cysteine radicals forming intra-chain disulfide 
bridges . 

Document Dl, which is considered the closest prior 
art, describes anti-bacterial peptides belonging to 
the defensins family and derived from insect larvae 
(e.g. Phormia terranovae) . 

The defensins that are the subject matter of claim 1 
appear to be novel since they differ from the prior 
art by their primary structure and by the specific 
size of certain inter-cysteine peptide segments. 
Nevertheless, the structural skeleton thereof is a 
constant in this class of molecules due to the 
intra-chain disulfide bridges between the cysteines 
(arrangement described in D3, page 413) . 

The problem addressed by the present invention can 
therefore be considered that of achieving 
alternative insect defensin molecules with 
antimicrobial properties. 

The solution proposed in claims 1-46 of the present 
application is not considered inventive (PCT Article 
33(3)), for the following reasons: 

The antifungal and antibacterial properties of the 
defensins are known from the prior art, as evidenced 
in document D2 (page 13, lines 21-26 and tables 1 
and 2, page 22-23) . 

To find a solution to the stated technical problem, 
a person skilled in the art would obviously be led 
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to use the information provided in document Dl . 
Indeed, a person skilled in the art would be 
prompted to select different insect larvae in order 
to immunize them against known pathogens, with the 
aim of purifying novel defensins from collected 
hemo lymph . 

Furthermore, owing to the alignment of the primary 
sequences of different members within the defensins 
class (see example in figure 1, D3, page 412), it is 
clear to a person skilled in the art that the 
structural constant imposed by the disulfide bridges 
is important for the biological activity of the 
defensins. Such an alignment also shows that there 
is a possible variation in the size of the fragments 
between each cysteine. The inevitable result is a 
formula (I) type "consensus" formula in which the 
size of the peptide fragments positioned between 
each of the six characteristic cysteines of the 
molecule is not rigidly attached. For this reason, 
searching for fragments of variable lengths between 
each cysteine radical (example: X a bf X ac , X ad ,...) is an 
obvious step for a person skilled in the art who 
wishes to achieve novel active variants. 



Therefore, in the absence of any novel, unexpected 
technical effect (said variants all have the same 
antimicrobial activities known from the prior art) , 
achieving and purifying novel insect larvae 
defensins does not involve an inventive step within 
the meaning of PCT Article 33(3). 



The achieving of fusion peptides, the use of the 
biological properties of peptides as well as the 
methods for transforming plant cells or heliomycin 
production is part of the standard practice of a 
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person skilled in the art and does not involve an 
inventive step. 

For this reason, claims 1-46 are not considered to 
involve an inventive step within the meaning of PCT 
Article 33(3) . 
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VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii), the 
relevant prior art disclosed in documents Dl and D2 has 
not been indicated in the description. 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the c.arity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. In claims 10 and 44, the references to previous 
claims appears to be incorrect. For example, claim 
10 refers to itself and claim 44 refers to a method 
according to claim 33, which is a host organism (it 
must be referring to the method of claim 43) . 

2. The expression "fusion peptide" of claim 17 is 
vague and open to interpretation. The peptide in 
question could be characterized by unambiguous 
technical components. 

3. Moreover, it should be noted that almost none the 
variants claimed by formula (I) in claim 1 have been 
synthesized or tested in the description to prove 
the anti-microbial activity thereof. 
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administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 
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I S Base du rapport 



II 


□ 


Priorite 


III 


□ 


Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle 


IV 


□ 


Absence d'unite de invention 


V 




Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 


VI 
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Certains documents cites 
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RAPPORT D EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande intemationale n° PCT/FR 99/00843 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feui/les de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a i'artic/e 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" etne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elies ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1 -38 version initiale 

Revendications, N°: 

1 -46 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/2-2/2 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de ('invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 
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V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, lactivite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 


1-46 




Non : 


Revendications 




Activite inventive 


Oui : 


Revendications 






Non : 


Revendications 


1-46 


Possibility d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 


1-46 




Non : 


Revendications 





2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VII. Irregularites dans la demande intemationale 

Les irregularites suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande intemationale, ont ete constatees : 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de ta clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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SSSSSSSTSL iartieie 3S( 2 , cuant a .a nouveau* lactivite inventive* 
la possibility ^application industrielle; citations et explications a I appu, de cette 
declaration 

1 . 1 1 est fait reference aux documents suivants: 

D1: FR-A-2 695 392 (CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE) 

11 mars 1994 (1994-03-11) 
D2- WO9011770A(CALGENEINC)18octobre 1990(1990-10-18) ( 

D3- HOFFMANN J A ET AL: 'Insect defensins: inducible antibacterial peptides 
IMMUNOLOGY TODAY., vol. 13, no. 10, 1992, pages 41 1-415, XP002089181 
CAMBRIDGE GB 

2 Les polypeptides d'heliomicine decrits dans la revendication 1 apparraissent 
' nouveaux dans la mesure ou lis decrivent des sequences primaires distinctes des 

molecules decrites dans les documents D1-D2. Par rapport aux defences 
mentionnees en D1-D2, les molecules derivees de la formule (I) comporte des 
variations dans la longueur des fragments peptidiques situes entre chacune des s.x 
cysteines caracteristiques de la molecule. 

3 Les molecules de .a c.asse des "defensines" sont connues par Phomme de metier 
' comme le reve.e les documents D1 ou D2. L'heliomicine est un po.ypept.de 

appartenant a cette meme fami.le decrite dans Tart anterieur. Ce peptide a ete pur.f.e 
a partir de I'hemo.ymphe de larves immunises du lepidoptere H. v.rescens et se 
caracterise, comme tous les membres de sa famille, par sa structure pr.ma.re r.che 
en residus cysteine formant des ponts disulfure intra-chaine. 
Le document D1, qui est considere comme Tetat de la technique le plus proche^ 
decrit des peptides antibacterien derives de larves d'insectes (e.g. Phorm.a 
terranovae) appartenant a la famille des defensines . 

Les defensines qui font I'objet de la revendication 1 apparaissent nouvelles car el.es 
se distinguent de Part anterieur dans leur structure primaire par la taille spec, .que de 
certains segments peptidiques inter-cysteines. Neanmoins, .eur sque.ette structur^ 
est une constante pour cette c.asse de mo.ecu.es du fait de .'existence des ponts 
disulfure intra-chame entre les cysteines (arrangement decrit en D3, page 413). 
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RAPPORT D EXAMEN __.„,, c ccDARFF 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

Le prob.eme qua se propose de resoudre ,a presente invention peu, done 
considers comme etant I'obfenfion d'alterna.ives de moleoules de defensmes 
d'insectes ayant des proprietes antimicrobienne. 

La solution proposee dans les revendication 1-46 de la presente demande n'est pas 
consider^ cole inventive (article 33(3) PCX) pour les raisons sutvantes: 

Les propne.es antifongique e. anfibacterienne des defensines e.aien. connues dans 
ran anterieur, comme en atteste le document D2 (page 13, hgnes 21-26 et ,ab!eaux 

Potr'apZefune'solution au probleme technique pose. Vhomme de metier serai, 
» m le d une maniere evidente a utiliser les informations fournies par le document 

pour les immuniser centre des pathogenes connus, cec, dans le bu, de punfier 
nouvelles defensines a partir de I'hemolymphe recueillie. 

mZnt po r ractivite biologique des defensines. Un ,e, alignemen, mor , te 
Ilmem qu'il existe une variation possible pour la taille des fragments en, e 
chaoue cystine II en derive inevHablemen, une formule -consensus" du type de la 

six cysteines caracteristiques de la molecule n'es, pas fixee d une maraere ng,oe 
C'es, ptu quoi ,a recherche de fragments de longueur variable en.re cheque n»du 
cysteine (Imple: X. X- X, a ,...) releve d'une demarche evidente pour I homme de 
metier desireux d'obtenir de nouveaux variants actifs. 

Par consequent, en absence de tout nouve, effe, technique 

Iffs memes activites antimicrobienne connues dans I art anteneur), 
ZZZTJZ^Z de nouvelles defensines de larves d,nsec,e n'implique 
pas une activite inventive au sens de ('Article 33(3) PCT. 

sssssssssbssssss 
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cCtru"es e re ven di ca ti ons 1-4S ne son, pas conges comme present, 
une activite inventive au sens de I'Article 33(3) PCT. 



Honcerna nt le point VII 

Irregularites dans la demande Internationale 

Confinement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, .a description n'indique pas ratal 
de la technique anterieure pertinent expose dans les documents D1 et D2. 



Concerna nt le point VIII 

Observations relatives a la demande Internationale 

1 Dans les revendications 10 et 44 les references aux revendications ant^ieures 
' semble erronees. Ainsi la revendication 10 se refere a e.le meme et la 

44 se refere a un procede selon la revendication 33 qui est un organ.sme hote (.I do.t 
s'agir du procede de la revendication 43). 

2 La formulation "peptide de fusion" de .a revendication 17 est vague e, ; ouverte & 
interpretation. Le peptide en question pourrait etre oaractense par des elements 

techniques non ambigus. 

3 De plus il est a remarquer que la quasi-totalite des variants revendiques par la 
formula' (D dans la revendication 1 n'ont pas eta synthases, ni testes dans la 
description pour attester de leur activite anti-microbienne. 
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Date of mailing (day/month/year) 
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Applicant's or agent's file reference 

PH 98015 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/FR99/00843 


International filing date (day/month/year) 
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Priority date (day/month/year) 
15/04/1998 


Applicant 

RHONE-POULENC AGRO et al. . . 1 



1 The applicant is hereby notified that this International Preliminary Examining Authority transmits herewith the international 
JrelimX examination report and its annexes, if any, established on the international appl.cat.on. 

2. A copy of the report and its annexes, if any, is being transmitted to the International Bureau for communication to all the elected 

Offices. 

3 Where required by any of the elected Offices, the International Bureau will prepare an English translation of the report (but not of 
any annexes) and will transmit such translation to those Offices. 

4. REMINDER 

MSTrs^trsswawsfflrsrsiS! 

International Bureau with Form PCT/IB/301). 

furnish such translation directly to each elected Office concerned. 

For further details on the applicable time limits and requirements of the elected Offices, see Volume II of the PCT Applicant's 

Guide. 
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(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or Agent's file reference 
PH 98015 



FOR FURTHER ACTION 



See Notification of Transmittal of International Preliminary 
Examination Report (Form PCT/lPEA/416) 



International application No. 



International filing date (day/month/year) 



PCT/ FR99/00843 

International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N15/12 



Priority date (day/month/year) 
15/04/1998 



Applicant 

RHONE-POULENC AGRO et al. 



1. 



This international preliminary examination report has been prepared by this .nternationa. Preliminary Examining Authority and is 

transmitted to the applicant according to Article 36. 

This REPORT consists of a total of 6 sheets including this title page. 

~h hu ANNFXFS ie sheets of the description, claims and/or drawings amended during 

D ^n& mJe be,ore ,his Authority (see Rule 70 

Instruction 607 of PCT Administrative Instructions). 
These annexes consist of a total of sheets. - 

This report contains indications relating to the following items: 
I Basis of the report 

Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement according to Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


m 



Date of submission of the demand 
10/11/1999 


Date of completion of this report 
26.07.2000 


Name and mailing address of the IPEA/ 

European Patent Office 
D-80298 Munich 

Tel. + 49 89 2399 - 0, Tx: 523656 epmu d 
^ - Fax: + 49 89 2399 - 4465 


Authorized officer: /^^^^S 
Telephone No. +49 89 2399 7326 



Form PCT/lPEA/409 (title sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT 



International application No. PCT/FR99/00843 



Basis of the report 

This report has been drawn up on the basis of the following elements (the replacement sheets received 
ITthTlS^Mng office in response to an invitation according to Article 14 are considered in the present 
report as "originally filed" and are not annexed to the report as they contain no amendments.): 

Description, pages: 

1-38 as originally filed 

Claims, No.: 

1-46 as originally filed 

Drawings, sheets: 

1/2-2/2 as originally filed 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ the description, pages: 

□ the claims, Nos.: 

□ the drawings, sheets: 

3. □ The present report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since 

they have been considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated as follows (Rule 
70.2(c)): 



Additional observations, if necessary: 



Form PCT/IPEA/409 (boxes l-Vllt, sheet 1) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY 

EXAMINATION REPORT international application No. PCT/FR99/00843 

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial 
applicability; citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty Yes: Claims 1 -46 

No: Claims 

Inventive Step Yes: Claims 

No: Claims 1-46 

Industrial Applicability Yes: Claims 1-46 

No: Claims 

2. Citations and explanations 
see separate sheet 

VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 
see separate sheet 

VIII. Certain observations in the international application 

The following observations on the clarity of the claims, descriptions, and drawings or on the question whether 
the claims are fully supported by the description, are made: 



see separate sheet 
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As regards point V 

Reasoned statement in accordance with Article 35(2) as 
regards novelty, the inventive step and the possibility 
of industrial application, citations and explanations 
in support of this statement. 

1. Reference is made to the following documents: 



Dl: FR-A-2 695 392 (CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE 
SCIENTIFIQUE) 11 March 1994 (1994-03-11) 

D2: WO 90 11770 A (CALGENE INC) 18 October 1990 
(1990-10-18) 

D3: HOFFMANN J A ET AL . : * Insect defensins : 
inducible antibacterial peptides' IMMUNOLOGY 
TODAY., vol. 13, No. 10, 1992, pages 411-415, 
XP002089181 CAMBRIDGE GB 



2. The heliomicine polypeptides described in Claim 1 
appear to be novel since they describe primary 
sequences which are different from the molecules 
described in documents D1-D2. Compared with the 
defensins mentioned in D1-D2, the molecules derived 
from the formula (I) comprise variations in the 
length of the peptide fragments situated between 
each of the six cysteines characteristic of the 
molecule . 



3. The molecules of the "defensins" class are known to 
persons skilled in the art as revealed by documents 
Dl or D2 . The heliomicine is a polypeptide 
belonging to this same family described in the 
prior art. This peptide was purified from the 
haemolymph of immunized larvae of the lepidoptera 
H m virescens and is characterized, like all the 
members of its family, by its primary structure 
rich in cysteine residues forming intrachain 
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disulphide bridges. 

Document Dl, which is considered as the closest 
state of the art, describes antibacterial peptides 
derived from the larvae of insects (e.g. Phormia 
terranovae) belonging to the defensins family. 
The defensins which are the subject of Claim 1 
appear to be novel because they are distinguishable 
from the prior art in their primary structure by 
the specific size of certain intercysteine peptide 
segments. However, their structural backbone is a 
constant for this class of molecules because of the 
existence of intrachain disulphide bridges between 
the cysteines (arrangement described in D3, page 
413) . 

The problem which the present invention proposes to 
solve can therefore be considered to be the 
production of alternatives of molecules of insect 
defensins having antimicrobial properties. 

The solution proposed in Claims 1-46 of the present 
application is not considered to be inventive 
(Article 33(3) PCT) for the following reasons: 

The antifungal and antibacterial properties of the 
defensins were known in the prior art, as 
demonstrated by document D2 (page 13, lines 21-26 
and Tables 1 and 2 page 22-23) . 

To provide a solution to the technical problem 
posed, persons skilled in the art would be led in 
an obvious manner to use the information provided 
by document Dl . Indeed, persons skilled in the art 
would be led to choose various insect larvae in 
order to immunize them against known pathogens, 
this being with the aim of purifying novel 
defensins from the haemolymph recovered. 
Furthermore, by virtue of the alignment of the 
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primary sequences of various members within the 
defensins class (see example in Figure 1 D3, page 
412), it is clear for a person skilled in the art 
that the structural constant imposed by the 
disulphide bridges is important for the biological 
activity of defensins. Such an alignment also shows 
that there is a possible variation of the size of 
the fragments between each cysteine. There is 
unavoidably derived therefrom a "consensus" formula 
of the formula (I) type in which the size of the 
peptide fragments situated between each of the six 
cysteines characteristic of the molecule is not 
fixed in a rigid manner. Accordingly, the search 
for fragments of variable length between each 
cysteine residue (example: X ab , X ac/ X a d/ • • • ) 
involves an approach which is obvious for persons 
skilled in the art wishing to obtain novel active 
variants . 

Consequently, in the absence of any novel 
unexpected technical effect (these variants all 
possess the same antimicrobial activities known in 
the prior art) , the production and the purification 
of novel defensins of insect larvae does not 
involve an inventive step within the meaning of 
Article 33(3) PCT . 

The production of fusion peptides, the use of the 
biological properties of the peptides as well as 
the methods of transforming plant cells or of 
producing heliomicine are current practice for 
persons skilled in the art and do not involve an 
inventive step. 

Accordingly, Claims 1-46 are not considered to have 
an inventive step within the meaning of Article 

33(3) PCT. 
Form PCT/Separate sheet/409 (sheet 3) (EPO-April 1997) 
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As regards point VII 

Irregularities in the international application 

Contrary to what is required by rule 5.1 a) ii) 
' PCT, the description does not indicate the relevant 
prior state of the art disclosed in documents Dl 
and D2. 



As regards point VIII 

Observations relating to the international application 

1. In Claims 10 and 44, the references to the earlier 
claims appear to be erroneous. Thus, Claim 10 
refers to itself and Claim 44 refers to a method 
according to Claim 33 which is a host organism (it 
must correspond to the method of Claim 43) . 

2. The formulation "fusion peptide" of Claim 17 is 
vague and is open to interpretation. The peptide in 
question could be characterized by unambiguous 
technical information . 

3 . Furthermore, it should be noted that practically 
all the variants claimed by formula (I) in Claim 1 
were not synthesized, or tested in the description 
to demonstrate their antimicrobial activity. 
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- ethylene glycol 

- huile organopolysiioxanique (antimousse) 

- polysaccharide 




- eau 



316,5 g 



Les poudres mouillables (ou poudre a pulveriser) sont habituellement preparees de 
maniere qu'elles contiennent 20 a 95 % de matiere active, et elles contiennent 
habituellement, en plus du support solide, de 0 a 30 % d'un agent mouillant, de 3 a 20 % 
d'un agent dispersant, et, quand c'est necessaire, de 0,1 a 10 % d'un ou plusieurs 
stabilisants et/ou autres additifs, comme des agents de penetration, des adhesifs, ou des 
agents antimottants, colorants, etc... 

Pour obtenir les poudres k pulveriser ou poudres mouillables, on melange 
intimement les matieres actives dans les melangeurs appropries avec les substances 
additionnelles et on broie avec des moulins ou autres broyeurs appropries. On obtient 
par la des poudres a pulveriser dont la mouillabilite et la mise en suspension sont 
avantageuses ; on peut les mettre en suspension avec de l'eau a toute concentration 
desiree et ces suspensions sont utilisables tres avantageusement en particulier pour 
Implication sur les feuilles des vegetaux. 

A la place des poudres mouillables, on peut realiser des pates. Les conditions et 
modalites de realisation et d'utilisation de ces pates sont semblables a celles des poudres 
mouillables ou poudres a pulveriser. 

A titre dexemple, voici diverses compositions de poudres mouillables (ou poudres 
a pulveriser) : 



E*snipte PM 1 

- matiere active 

- alcool gras dthoxyle (agent mouillant) 

- phenyldthylphenol ethoxyle (agent dispersant) 

- craie (support inerte) 



50% 



2,5% 

5% 

42,5% 



Exemple PM 2 : 

- matiere active 

- alcool synthetique oxo de type ramifie, en 
CI 3 ethoxyl<5 par 8 h 10 oxyde d'6thylene 
(agent mouillant) 

- lignosulfonate de calcium neutre (agent 
dispersant) 

- carbonate de calcium (charge inerte) 



0,75% 



q.s.p. 100 % 



10% 



12% 
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dexcellents resuitats avec luree. Dans le cas d une charge insoluble, ceile-ci est de 
preference nunerale, comme par exemple le kaolin ou la bentonite. Elle est alors 
avantageusement accompagnee d'agents tensio-actifs raison de 2 a 20 % en poids du 
granule) dont plus de la moitie est, par exemple, constitute par au moins un agent 
dispersant, essentiellement anionique, tel qu'un polynaphtalene sulfonate alcalin ou 
alcalino terreux ou un Iignosulfonate alcalin ou alcalino-terreux, le reste etant constitue 
par des mouillants non ioniques ou anioniques tel qu'un alcoyl naphtalene sulfonate 
alcalin ou alcalino-terreux. 

Par ailleurs, bien que cela ne soit pas indispensable, on peut ajouter d'autres 
adjuvants tels que des agents anti-mousse. 

Le granule selon rinvention peut etre prepare par melange des ingredients 
necessaires puis granulation selon plusieurs techniques en soi connues (drageoir, lit 
fluide, atomiseur, extrusion, etc. ). On termine gentralement par un concassage suivi 
d'un tamisage & la dimension de particule choisie dans les limites mentionnees ci- 
dessus. On peut encore utilise des granules obtenus comme precedemment puis 
impregnes avec une composition contenant la mature active. 

De preference, il est obtenu par extrusion, en operant comme indique dans les 
exemples ci-apres. 

Exemple GDI : Granules disnersihles 
Dans un melangeur, on melange 90 % en poids de mature active et 10 % d'uree 
en perles. Le melange est ensuite broye dans un broyeur a broches. On obtient une 
poudre que Ton humidifie avec environ 8 % en poids d'eau. La poudre humide est 
extrudee dans une extrudeuse a rouleau perfore. On obtient un granule qui est seche, 
puis concasse et tamise, de fa?on k ne garder respectivement que les granules d une 
dimension comprise entre 150 et 2000 microns. 

Sxemplg QVZ : Granules d ispersibles 
Dans un m61angeur, on melange les constituants suivants : 

- matiire active 75% 

- agent mouillant (alkylnaphtaldne sulfonate de sodium) 2% 

- agent dispersant (polynaphialfene sulfonate de sodium) 8% 

- charge inene insoluble dans l'eau (kaolin) 15% 

Ce melange est granule en lit fluide, en presence d'eau, puis s6che, concassd et 
tamisd de manifcre k obtenir des granules de dimension comprise entre 0,15 et 0,80 mm. 

Ces granules peuvent etre utilises seuls, en solution ou dispersion dans de l'eau de 
maniere & obtenir la dose cherchte. lis peuvent aussi etre utilises pour preparer des 
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associations avec d'autres matieres actives, notamment antibacteriens, ces dernieres 
etam sous la forme de poudres mouillables. ou de granules ou suspensions aqueuses. 

En ce qui concerne les compositions adaptees au stockage et au transport, elles 
contiennent plus avantageusement de 0,5 a 95 % (en poids) de substance active. 

5 

L'invention concerne egalement un precede pour le traitement antibacterien 
therapeutique pour l'homme ou l'animal par administration d'une dose efficace du 
peptide selon l'invention, sous forme libre ou, le cas echeant, sous forme de sels 
daddition avec un acide, de sels Andalliques ou de sels d'addition avec une base 

10 pharmaceutiquement acceptables, a V6tat pur ou sous forme d'une composition dans 

laquelle il est associe a tout autre produit pharmaceutiquement compatible, pouvant etre 
inerte ou physiologiquement actif. Les medicaments selon l'invention peuvent etre 
administres par voie orale, parenterale, rectale ou topique. 

Comme compositions solides pour administration orale peuvent etre utilises des 

15 comprimes, pilules, poudres (notamment dans des capsules de gelatine ou des cachets) 
ou granules. Dans ces compositions, le produit actif selon l'invention est melange a un 
ou plusieurs diluams inertes, tels que amidon, cellulose, saccharose, lactose ou silice. 
Ces compositions peuvent egalement comprendre des substances autres , par exemple 
un ou plusieurs lubrifiants tel que le stearate de magnesium ou la talc, un colorant, un 

20 enrobage(dragees) ou un vemis. 

Comme compositions liquides pour administration orale, on peut utiliser des 
solutions, des suspensions, des emulsions, des sirops, et des elixirs pharmaceutiquement 
acceptable contenant des diluants inertes tels que I'eau, l'ethanol, le glycerol, les huiles 
vegetales ou l'huile de paraffine. Ces compositions peuvent egalement comprendre des 

25 substances autres, par exemple des produits mouillants, edulcorants, epaississants, 
aromatisants ou stabilisants.. 

Les compositions steriles pour administration parenterale peuvent etre de 
preference des solutions aqueuses ou non aqueuses, des suspensions ou des emulsions. 
Comme solvant ou vehicule, on peut employer Teau, le propyleneglycol, un 

30 polyethylene glycol, des huiles vegetales, en particulier l'huile d'olive, des esters 

organiques convenables. Ces compositions peuvent egalement contenir des adjuvants, 
en particulier des agents mouillants, isotonisants, emulsifiants, dispersants et 
stabilisants. La sterilisation peut se faire de differentes fa?ons, par exemple par filtration 
aseptisante, en incorporant k la composition des agents sterilisants, par irradiation ou par 

35 chauffage. Elles peuvent etre dgalement prepares sous forme de compositions solides 
steriles, qui peuvent etre dissoutes au moment de l'emploi dans un milieu sterile 
injectable. 
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REVENDICATIONS 



5 



Peptide de formule: 



Arg Ser Val Cys Arg Gin lie Lys He Cys Arg 




10 




Tyr Pro Arg Asn Thr Cys Lys Tyr Tyr Cys Gly Gly 

2. Composition antibacterienne, caracterisee en ce qu'elle contient comme matiere active 
un peptide selon la revendication I. 

15 

3. Composition selon la revendication 2, utilisable pour la protection des plantes conire 
les bacteries pathogenes. 

4. Composition selon la revendication 2, utilisable pour le traitement therapeutique du 
20 corps humain ou animal. 

5. Composition antifongique, caracterisee en ce qu elle contient comme matiere active 
un peptide selon la revendication 1. 

25 6. Composition selon la revendication 5, utilisable pour la protection des plantes centre 
les bacteries pathogdnes. ^ 

7. Composition selon la revendication 5, utilisable pour le traitement therapeutique du 
corps humain ou animal. 

30 

8. Procede pour la protection des plantes contre les maladies bacteriennes, caracterise en 
ce qu'on applique, comme matiere active, un peptide selon la revendication 1. 

9. Procede pour la protection des plantes contre les maladies fongiques, caracterise en ce 
35 qu'on applique, comme matiere active, un peptide selon la revendication 1, 

10. Procede de preparation du peptide selon la revendication 1, caracterise en ce que, 
successivement: 
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a) on pr.|e Ve de I Mmolymphe du 

d) on purifie les extraits; 

e) on effectue le sequen ? age. 
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I. Base du rapport 



1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (ies feuiiles de remplacement qui ont ete remises a 
i office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'articte 14 sent considerees, dans ie present 
rapport, comme mitialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 



Description, pages: 

1-38 version initiate 

Revendications, N°: 

1-46 version initiale 

Dessins, feuiiles: 

1/2-2/2 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuiiles : 



3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
(SglTzo Sc)) aU " de ^ ^ reXP ° S * de ,,invention tGl ^ a &e d ^pose, comme il est indique ci-apres 



4. Observations complementaires, le cas echeant 
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V. Declaration motivee selon l article 35(2) quant a la nouveaute, lactivite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a l appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 


1-46 




Non : 


Revendications 




Activite inventive 


Oui : 


Revendications 






Non : 


Revendications 


1-46 


Possibility d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 


1-46 




Non : 


Revendications 





2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VII. Irregularis dans la demande internationale 

Les irregularites suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande internationale, ont ete constatees : 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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Concernant le point V 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et 
la possibility d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette 
declaration 

1 . II est fait reference aux documents suivants: 

D1: FR-A-2 695 392 (CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE) 

1 1 mars 1994 (1994-03-1 1) 
D2: WO 90 11770 A (CALGENE INC) 18 octobre 1990 (1990-10-18) 
D3: HOFFMANN J A ET AL.: 'Insect defensins: inducible antibacterial peptides' 

IMMUNOLOGY TODAY., vol. 13, no. 10, 1992, pages 411-415, XP002089181 

CAMBRIDGE GB 

2. Les polypeptides d'heliomicine decrits dans la revendication 1 apparraissent 
nouveaux dans la mesure ou ils decrivent des sequences primaires distinctes des 
molecules decrites dans les documents D1-D2. Par rapport aux defensines 
mentionnees en D1-D2, les molecules derivees de la formule (I) comporte des 
variations dans la longueur des fragments peptidiques situes entre chacune des six 
cysteines caracteristiques de la molecule. 

3. Les molecules de la classe des "defensines" sont connues par I'homme de metier 
com me le revele les documents D1 ou D2. L'heliomicine est un polypeptide 
appartenant a cette meme famille decrite dans I'art anterieur. Ce peptide a ete purifie 
a partir de I'hemolymphe de larves immunisees du lepidoptere H. virescens et se 
caracterise, comme tous les membres de sa famille, par sa structure primaire riche 
en residus cysteine formant des ponts disulfure intra-chaTne. 

Le document D1, qui est considere comme I'etat de la technique le plus proche, 
decrit des peptides antibacterien derives de larves d'insectes (e.g. Phormia 
terranovae) appartenant a la famille des defensines . 

Les defensines qui font I'objet de la revendication 1 apparaissent nouvelles car elles 
se distinguent de I'art anterieur dans leur structure primaire par la taille specifique de 
certains segments peptidiques inter-cysteines. Neanmoins, leur squelette structural 
est une constante pour cette classe de molecules du fait de I'existence des ponts 
disulfure intra-chaTne entre les cysteines (arrangement decrit en D3, page 413). 
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Le probleme que se propose cle resoudre la presente invention peut done etre 
considere comme etant I'obtention d'alternatives de molecules de defensines 
d'insectes ayant des proprietes antimicrobienne. 

La solution proposee dans les revendication 1-46 de la presente demande n'est pas 
consideree comme inventive (article 33(3) PCT) pour les raisons suivantes: 

Les proprietes antifongique et antibacterienne des defensines etaient connues dans 
Tart anterieur, comme en atteste le document D2 (page 13, lignes 21-26 et tableaux 
1 et 2 page 22-23). 

Pour apporter une solution au probleme technique pose, ITiomme de metier serait 
amene d'une maniere evidente a utiliser les informations fournies par le document 
D1. En effet, Phomme de metier serait amene a choisir differentes larves d'insectes 
pour les immuniser contre des pathogenes connus, ceci dans le but de purifier de 
nouvelles defensines a partir de I'hemolymphe recueillie. 

De plus, grace a alignement des sequences primaires de differents membres au sein 
de la classe des defensines (voir exemple en Fig 1 D3, page 412), il est clair pour 
I'homme de metier que la constante structural imposee par les ponts disulfure est 
importante pour I'activite biologique des defensines. Un tel alignement montre 
egalement qu'il existe une variation possible pour la taille des fragments entre 
chaque cysteine. II en derive inevitablement une formule "consensus" du type de la 
formule (I) dans laquelle la taille des fragments peptidiques situes entre chacune des 
six cysteines caracteristiques de la molecule n'est pas fixee d'une maniere rigide. 
C'est pourquoi la recherche de fragments de longueur variable entre chaque residu 
cysteine (exemple: X ab , X ac , X ad ,...) releve d'une demarche evidente pour I'homme de 
metier desireux d'obtenir de nouveaux variants actifs. 

Par consequent, en absence de tout nouvel effet technique inattendu (ces variants 
possedent tous les memes activites antimicrobienne connues dans Tart anterieur), 
I'obtention et la purification de nouvelles defensines de larves d'insecte n'implique 
pas une activite inventive au sens de I'Article 33(3) PCT. 

L'obtention de peptides de fusion, I'utilisation des proprietes biologique des peptides 
ainsi que les procedes de transformation de cellules de plantes ou de production 
d'heliomicine releve de la pratique courante de I'homme de metier et ne presente pas 
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d'activite inventive. 

C'est pourquoi les revendications 1-46 ne sont pas considerees comme presentant 
une activite inventive au sens de I'Article 33(3) PCT. 

Concernant le point VII 

Irregularites dans la demande internationale 

Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat 
de la technique anterieure pertinent expose dans les documents D1 et D2. 



Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande internationale 

1. Dans les revendications 10 et 44 les references aux revendications anterieures 
semble erronees. Alnsi la revendication 10 se refere a elle meme et la revendication 
44 se refere a un precede selon la revendication 33 qui est un organisme hote (il doit 
s'agir du procede de la revendication 43). 

2. La formulation "peptide de fusion" de la revendication 17 est vague et ouverte a 
interpretation. Le peptide en question pourrait etre caracterise par des elements 
techniques non ambigus. 

3. De plus, il est a remarquer que la quasi-totalite des variants revendiques par la 
formule (I) dans la revendication 1 n'ont pas ete synthetises, ni testes dans la 
description pour attester de leur activite anti-microbienne. 



Formulaire PCT/Feuille separ&a/409 (feuille 3) (OEB-avril 1997) 



PAT 

REQUEST 



The undersigned requests that the present 

international application be processed 
according to the Patent Cooperation Treaty. 



or receiving Office use onl\ 



PCT/FR 99/00843 



International Application No. 



International Filing Date 



Name of receiving Office and "PCT international Application" 



Applicant* s or agent's file reference 



PH 98015 



Box No. I TITLE OF INVENTION 

GENE ENCODING HELIOMICINE, PROTEIN OBTA1 
TRANSFORMED ORGANISMS OBTAINED AND ME 


NED, VECTOR CONTAINING IT, 
THOD OF PREPARATION 


Box No. II APPLICANT 


Name and address: (family name followed by given name: for a legal entirw full official 
designation The address must include postal code and name of countn: The 'country of the 
address indicated, in this Box is the applicant s State (that is. country) of residence iT'no State 
of resioence is indicated below.) J 

RHONE-POULENC AGRO 
14-20, rue Pierre Baizet 
69009 LYON 


| [ This person is also inventor. 


Telephone No. 

33 4 72 85 25 92 


Facsimile No. 

33 4 72 85 28 43 


Teleprinter No. 


State ttna: is. country) or nationality: 

FRANCE 


State (tnai is. country; of residence: 

FRANCE 


This person is applicant I I alt designated 1^7] all designated States except j ] the United States j 1 the States indicated in 

tor the purposes Ot: L_| States ^\ the United States of America | | of America onlv | (the Supplemental Box 


Box No. Ill FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S) 


Name and address: ,(Famuv name followed by given name: for a legal entity full official 
designation ine address must include postal code and name of countr\\ The 'countn of the 
adcress indicated in this Box is we applicant's State (that is. countn') of residence if 'no State 
oi resiaence is maicaiea oelow.) 

LAMBERTY Mireille 
30, rue Ben f eld 
67100 STRASBOURG 


This person is: 

| | applicant only 

applicant and inventor 

| | inventor only (If this check-box 
— is marked, do not Till in below.) 


State [tnai is. country} of nationality: 


State (thai is. counuy) oi residence: 


7o h r t the e num^A P ^ ,Canl PI sLtf'*™^ P ^ ft" W ^ " CCpl P lhe Unilcd Slaies I~ 1 < hc Stai « "Seated »n 
tor the purposes of. I 1 States | 1 lne United States of America I I of Amenca only | | the Supplemental Box 


Further applicants and/or (further) inventors are indicated on a continuation sheet. 


Box No. IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE 


The person identified below is herebv/has been appointed to act on behalf 1 1 Ps71 

ot the applicant! s) before the competent International Authorities as: 1 1 agcnt I2SJ com ™on representative 


Name and address: (Family name followed bv given name: for a legal entity full official 
designation. The address' must include postal code and name of country) 

RHONE-POULENC AGRO 
BP 9163 

G92C3 LYON CEDEX 09 FRANCE 


Telephone No. 

33 4 72 85 25 9 C > 


Facsimile No. 

33 A 72 85 28 4 3 


Teleprinter No. 


i | """ess ior correspondence: Mark this check-box where no agent or common representative is/has been appointed and the 
1 — I soace above is used instead to indicate a SDecial address to which corresDondence should be sent 



aneet no. 




BULET Philippe 

11, rue du Cottage 

67550 - VENDENHEIM 



State (thai is. country} of nationality 

FRANCE 



This person is applicant 
for the purposes of: 



This person is: 
| | applicant only 

applicant and inventor 



l~l inventor only (if this checkbox 
is marked, do not nil in below.) 



State (that is. country) of residence- 

FRANCE 



□ fig— uattrawaa. n92~<sr nsfcaa 




ayu/cw maicaiea m tnis box is the aw? 
0/ restaence is indicated below.) ™' 



BR00KHART Gary Lee 
4903 Victoria Drive 
DURHAM 
NC 27713 



country) 



. v . full official 
r .... country of the 
residence if ho State 



State itnai is country of nationality 

USA 



This person is applicant 
tor the purposes of: 



This person is: 
| | applicant only 

^ | applicant and inventor 

I I inventor onlv (If this check-box 
is marked, do not Fill in below.) 



Slal us/? af " count °' J ° f residence: 



1_| the Unaed States of America 



the Unued States 
of America onlv 



□ (he Siaies indicated in 
the Supplemental Box 



HOFMANN Jules 
5, rue Closener 
67000 STRASBOURG 



State ana: is covnin; of nauonaliiv 

FRANCE 



This person is: 

| 1 applicant only 

applicant and inventor 



| | inventor only (If this check-box 
— is marked, do not fill in below.) 



This person is applicant 
for the purposes of: 



State [mat is. country/ of residence- 

FRANCE 



□ all designated 
Slates 



□ all designaied States except 
the Unued Smes of Amenca 



the United States 
of Amenca onlv 




□ the Suues indicated in 
the Supplemental Box 



of residence is indicated below.) 



State unai is coumm of nationality: 



This person is: 

[ 1 applicant only 

I 1 applicant and inventor 

□ 



inventor only (If this check-box 
is marked, do not nil in below.) 



This person is applicant 
tor the purposes of: 



□ all designated 
States 



□ aJl designated States except 
the United Slates of Amenca 



State (that is. country) of residence: 

United Statu, 
Amenca only 



□ Further applicant and/or (further) inventors arc indicated on another continuatton sheet. 

Form PCT/RO/I01 (conunuation sheet) (July 1998) 



□ the United States 
of / 



□ the States indicated in 
the Supplemental Box 



See Notes to the request form 



Box No.V 



DESIGN 



The following designation! 
Regional Patent 

a ap 

EJ EA 



Sheet No. 



OF STATES 



hereby made under Rule 4.9(a) (mark me applicable check-boxes. 



at teas; one nus; oe rr^r 



B EP 



of the Luifcan Patent Convention and of the K.V """nenistan. and any other Sta« wh.ch is a Contract^ State 



12 OA ^r^G^ CG Co„ ? o. Q C6te 

wh,ch ,s a member S, a ,to7oAp!a„^Con,™ f^T* 1 '" TG T 

on </W line, «-omncuBf 5tate ot the PCT (//Wr im<» ojproucuon or nemmrni desntd. ,/>,r,n 



any other Slate 



AL 
AM 
AT 
AU 
AZ 
BA 
BB 
BC 
BR 
BY 
CA 



Naoonal Patent lif other kind of protection or treatment aesired. 
B "" 

EI 

m 

E 

E 

03 

12 
0 
12 
B 
SI 
E 
E 
S 
H 
IS 
09 
0 
SI 
B) 
(SI 
B 

12 
SI 
12 
El 



0 
0 



SI 
IS 

SI 
SI 
E 



Albania 
Armenia 
Austria . 

123 

Australia ^ 

Azerbaijan ^ 

Bosnia and Herzegovina jjg 

Barbados ^ 

Bulgaria 

Brazil 

Belarus 

Canada 

CH and LI Switzerland and Liechtenstein 

CN China 

Cuba 

Czech Republic 

Germany 

Denmark 

Estonia 

Spain 

Finland 

United Kingdom 

Georgia 

Ghana 

Gambia 

Guinea-Bissau 

Croatia 

Hungary 

Indonesia 

Israel 

Iceland 

Japan 

Kenya 

Kyrgyzstan 

Democratic People's Republic of Korea 



speah' on coned liner. 



LS 
LT 
LU 
LV 
MD 
MG 
MK 



Lesotho 

Lithuania 

Luxembourg 

Latvia 

Republic of Moldova 
Madagascar 

The former Yugoslav Republic of Macedonia 



CU 
CZ 
DE 
DK 
EE 
ES 
FI 
GB 
GE 
CH 
CM 

GW 
HR 
HU 

ID 

IL 

IS 

JP 

KE 

KG 

KP 



12 
E 
El 
E 
El 

E 
B 

(2 
SI 

SI 

SI 
53 
E 
S3 

[SI 
SI 

a 



MN Mongolia 

MW Malawi 

MX Mexico 

NO Norway 

N2 New Zealand 

PL Poland 

PT Portugal 

RO Romania 
RU Russian Federation 
SD Sudan 
SE Sweden 
SG Singapore 

SI Slovenia 

SK Slovakia 

SL Sierra Leone 

TJ Tajikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkey 

TT Trinidad and Tobago 

UA Ukraine 

UC Uganda 

US United States of America . 



ED 



uz 

VN 
YU 

zw 



Uzbekistan 
Viet Nam . 
Yugoslavia 
Zimbabwe . 



12 
E 

SI 

ta 



KR 
KZ 
LC 
LK 
LR 



Rcpuhlic or Korea . . . . . . " . . . ^^J^^ ^ome^ 

Kazakhstan issuance o! this sheet: 7 1 arier 



Saint Lucia 
Sri Lanka 
Liberia 



□ 



ZA South Africa 



desif nations which would be permitted un^A^^m £^iJ^rV^ K U- a| !f ,cam a ' SO malces under Rule «•**» all other 
.rom the scope of this statement. The applicant d£L« ^KS^ f" 1 " 1 lhe Su PP le ™"«' Box as being excluded 
designation which is not confirmed before L cxpirationTf S fJ2, ,h Agnations are subject to confirmation and that any 

* *c exp.ra.on of that U me limit tCorirmauon d ^auoZ Z?S^r^ B "^^ M ^ lhdBW "'»^ 

(second sheet) (Ju | y I998) " — - 1 , 

See Notes to the request form 



Form PCT/RO/IOI 



• llliiJC UaiC 

of earlier application 
(day/month/year) 


Number 
of earlier application 


Where earlier apphcauon is: 


national applicaoon: 
countrv 


regional application:' 
regional Office 


internauonai application 
recri\ :nc Office 


uemO ) 

15.04.98 


98/04 ,933 


FRANCE 







Sheet No. . . 4 . . 



Box No. VI PRIORITY CLAIM 



D Further pnonry claims are indicated in tne Suppier 



hem (2) 



item (3) 



[ [ The receiving Office is requested to prepare and transmit to the International Bureau a certified copv 
— of the earlier application* s) (only if the earlier application was filed with the Office which for the 
purposes of the present international application is the receiving Office) identified above as uemtsi: 

• Where the earlier apphcauon is an ARIPO apphcauon. it is mandator to indicate m the Suooiementai Sox ar ieasi one countr\ cam to me Pa-is 
Convention for the Proiectton of Industrial Propem- for which that earlier application *-as fiied (Ruie 4. 1 0(b) hi)) Set SuDDiemem'ai Box 



Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 



Choice of International Searching Authority (ISA) 

id two or more international Searcmns Authorities are 
competent to cam out the international search, indicate 
the Authority chosen, the two-letter code may be used/: 

ISA / 



Request to use results of earlier search; reference to that search (if an earner 
search has been carried out by or requested from tne international Searching Authority.' 

Date (day/month/year} Number Country tor regional Office) 

19.01.99 FA 558622 • FRANCE* 



Box No. VIII CHECK LIST: LANGUAGE OF FILING 



This international application contains 
the Ibllowine number of sheets: 



request 

description (excluding 
sequence listing pan I 

claims 

abstract 

drawings 

sequence listing pan 
of' description 

Total number of sheets 



38 
5 
1 
2 

15 



This international application is accompanied by the uerm s ) marked below: 

1 • 0 * ec calculation sheet 

2. □ separate signed power of attorney 

3. ^ copy of general power of attorney; reference number, if any: 

4. □ statement explaining lack of signature 

5. H priority document! s) identified in Box No. VI as iiemtsi: 

6. □ translation of international application into ( language ): 

7. □ separate indications concerning deposited microorganism or other biological material 

8. |2 nucleotide and/or amino acid sequence listing in computer readable form 

9. E o^er (specify): SEARCH REPORT 



Figure of the drawings which 

should accompany the abstract: 1 and 2 



Language of filing of the 

international application: FRENCH 



Box No. IX SIGNATURE OF APPLICANT OR AGENT 



.\p.\7 to eacn signature, inaicate tne name oitne person signing and the capaciry in which tne person signs (if sucn capaan- is not oovious from reading the request). 

RHONE POULENC AGRO 
( signature ) 
Patrick GENIN 



1 . Date of actual receipt of the purported . APP 1 QQQ 
international application: (illegible ; ArK, iwv 


2. Drawings: 


?. Corrected date ot actual receipt due to later but 
timely received papers or drawings completing 
the purported international application: 


| | received: 


4. Date of timely recciot of the required 
corrections under PCT Article 1 1(2); 


| 1 not received: 


5. International Searching Authority yc . . 
(if two or more are competent): " IoA / 


6. r - 1 Transmittal of search copy delayed 
1 — 1 until search fee is paid. 





Date of receipt of the record copy 
by the International Bureau: 



For International Bureau use only 



Form PCT/RO/101 (last sheet) (July 1998) 



:>ee Notes to the request lorm 



m 



Aventis CropScience 




Aventis 



PATENT APPLICATION / DEMANDE DE BREVET 



International Application N° / Demande Internationale N< 

PCT/FR 99/00843 

Filing Date (day/month/year) / Date dU depot (jour/mois/annee)°: 

12/04/99 



Title / Titre : 

Gene codant pour I'heliomicine, proteine obtenue, 
vecteur le contenant, organismes transformes 
obtenus et procede de preparation 



File Ref. / Ref. Dossier : ph 98015 



Aventis CropScience SA - 14/20 Rue Pierre Baizet BP 9163 F-69263 Lyon Cedex 09 - u^rw.aventis com 
Shone + 33 (0) 4 72.85.27.47 - Fax : + 33 (0) 4 72.85.28.43 - E. Mail : genev.eve.rol.n@avent,s.com 

Aventis CropScience Societe Anonyme au capital de 2 144 727 300 F 

Siege Social : 55, avenue Rene Cassin CP 106 F-69266 LYON Cedex 09 - RC LYON B 969 503 309 



TRAITE DE (j^PERATION EN MATIERE DE B! A E 

PCT ^ 



TS 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 
PH 98015 


orki id ci iitf voir la notification de transr 
POUR SUITE (formu|ajre pcT/iSA/220) € 

A DONNER 


nission du rapport de recherche internationale 
>t, le cas echeant le point 5 ci-apres 


Demande internationale n° 
PCT/FR 99/00843 


Date du d£pot international (jour/mois/ann6e) 

12/04/1999 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

15/04/1998 



Deposant 



RH0NE-P0ULENC AGR0 et al 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par ,'administration '^te* recite Internationale, est transmis au 
dlpolln! ^conCment a 1'article 18. Une copie en est transmise au Bureau ,nternat,onal. 

Ce rapport de recherche internationale comprend feuilles. 

[Xj II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est c.te^ 



1 ' 

D ,a recherche Internationale a ete effectuee sur ,a base d'une traduction de ,a demande Internationale remise a I'administrafon 

b En ce qui concerne .es sequences de nuclides ou decides amines di^guees dans ,a demande internationale (,e cas echeant) 
b - fa recherch1"nternation a ie q a ete effectuee sur la base du listage des sequences . 

(XI contenu dans la demande internationale, sous forme ecnte. 

\T\ deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

I — I re mis ulterieurement a radministration, sous forme ecrite. 

n remis ulterieurement a radministration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

m La declaration, se.on laquelle le listage des sequences present, par ecrit et fourni uiterieurement ne vas pas au-dela de 
^ divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fourme. 

[XI La declaration, selon laque.le les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont ,dent,ques a cel.es 
L - J du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

2 . Qua ete estime que certaines revendications ne pouvaien. pas faire .'objet d'une recherche (voir le cadre I). 

3. Q II y a absence d'unite de Hnvention (voir le cadre II). 

4. En ce qui concerne le titre, 

Q ie texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 
[XI Le texte a ete etabli par radministration et a la teneur suivante: 

I GENE C0DANT POUR L'HELIOMICINE ET SON UTILISATION 
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(54) Title: GENE CODING FOR HELIOMICINE AND USE THEREOF 

(54) Titre: GENE CODANT POUR L'HELIOMICINE ET SON UTILISATION 

(57) Abstract 

The invention concerns heliomicine, a DNA sequence coding for heliomicine, a vector containing it for transforming a host organism 
and the transformation method. The invention concerns heliomicine as medicine in particular for treating fungal infections. More particularly 
it concerns the transformation of plant cells and plants, the heliomicine produced by the transformed plants ensuring their resistance to 
diseases, in particular diseases of fungal origin. 

(57) Abrege 

La pr6sente invention a pour objet I'hSliomicine, une sequence d'ADN codant pour rheliomicine, un vecteur la contenant pour 
la transformation d'un orgamsme note et le procede de transformation. L'invention concerne l'utilisation de rheJiomicine a titre de 
medicament en particular pour le traitement des infections fongiques. L'invention concerne plus particulierement la transformation des 
cellules vegetales et des plantes, Theliomicine produite par les plantes transformees leur conferant une resistance aux maladies en oarticulier 
d ongine fongique. ' K 
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GENE CODANT POUR L* HELIOMICINE ET SON UTILISATION 



5 La presente invention a pour objet un nouveau peptide riche en cysteines appele 

heliomicine, son utilisation a titre de medicament et les compositions le comprenant, une 
sequence d'ADN codant pour ce peptide, un vecteur la contenant pour la transformation 
d'un organisme hote et le procede de transformation dudit organisme. 

L' invention concerne plus particulierement la transformation des cellules vegetales 
10 et des plantes, l'heliomicine produite par les plantes transformees leur conferant une 
resistance aux maladies, en particulier d'origine fongique. 

II existe aujourd'hui un besoin grandissant de rendre les plantes resistantes contre 
les maladies notamment fongiques afm de diminuer, voire d'eviter, d'avoir recours a des 
traitements avec des produits de protection antifongiques, en vue de proteger 
15 l'environnement. Un moyen d'augmenter cette resistance aux maladies consiste a 
transformer les plantes de maniere qu'elles produisent des substances a meme d'assurer 
leur defense contre ces maladies. 

Dans le domaine de la sante humaine, il existe des infections fongiques 
opportunistes pour lesquelles aucun traitement reellement efficace n'est disponible a 
20 1'heure actuelle. En particulier, c'est le cas de certaines mycoses invasives graves qui 
touchent des patients hospitalises dont le systeme immunitaire est deprime a la suite d'une 
transplantation, d'une chimiotherapie ou de l'infection par le VIH. En comparaison de 
l'arsenal des agents antibacteriens, la panoplie actuelle des agents antifongiques est tres 
limitee. II existe done un besoin reel de caracteriser et de developper de nouvelles classes 
25 de substances antifongiques. 

On connalt differentes substances d'origine naturelle, en particulier des peptides, 
presentant des proprietes bactericides ou fongicides, notamment contre les champignons 
responsables des maladies des plantes. Toutefois, un premier probleme consiste a trouver 
de telles substances qui pourront non seulement etre produites par des plantes 
30 transformees, mais encore conserver leurs proprietes bactericides ou fongicides et les 
conferer aux dites plantes. Au sens de la presente invention, on entend par bactericide ou 
fongicide tant les proprietes bactericides ou fongicides proprement dites que les proprietes 
bacteriostatiques ou fongistatiques. 
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On connait egalement des peptides riches en cysteines presentant des activites 
bactericides ou bacteriostatiques, mais qui ne presentent pas d'activite fongicide ou 
fongistatique. Un autre probleme consiste a trouver un peptide riche en cysteines 
presentant une forte activite fongicide ou fongistatique par rapport aux peptides de l'etat 

de la technique. 

L'heliomicine est un peptide isole a partir de 1'hemolymphe du lepidoptere 
Heliothis virescens qui presente une activite fongicide contre les champignons 
responsables des maladies des plantes et les champignons de la pathologie humaine et 
animale. Apres avoir d'abord synthetise le gene de l'heliomicine, on a egalement trouve 
qu'il pouvait etre insere dans un organisme hote, comme une levure ou une plante, pour 
exprimer l'heliomicine et soit produire de l'heliomicine purifiee ou non, soit conferer au 
dit organisme hote des proprietes de resistance aux maladies fongiques, apportant une 
solution particulierement avantageuse aux problemes enonces ci-dessus. 

LWntion a done d'abord pour objet l'heliomicine, son utilisation a titre de 
medicament ou en agrochimie pour la protection des plantes, les compositions le 
comprenant, un fragment d'acide nucleique codant pour l'heliomicine, un gene chimere 
comprenant ledit fragment codant pour l'heliomicine ainsi que des elements de regulation 
en position 5' et 3' heterologues pouvant fonctionner dans un organisme hote, en 
particulier dans les levures ou les plantes et un vecteur pour la transformation des 
organismes hotes contenant ce gene chimere, et 1 'organisme hote transform^. Elle 
conceme aussi une cellule vegetale transformee contenant au moins un fragment d'acide 
nucleique codant pour l'heliomicine et une plante resistante aux maladies contenant la dite 
cellule, en particulier regeneree a partir de cette cellule. Elle concerne enfin un procede de 
transformation des plantes pour les rendre resistantes aux maladies dans lequel on insere 
un gene codant pour l'heliomicine au moyen d'un vecteur approprie. Elle conceme enfin 
un procede de preparation de l'heliomicine par des organismes hotes transforms. 

Par heliomicine, on entend selon l'invention tout peptide comprenant 
essentiellement la sequence peptidique de formule (I) ci-dessous, 

Xaa-Cys-Xab-Cys-Xac-Cys-Xad-Cys-Xae-Cys-Xaf-Cys-Xag 

(I) 

dans laquelle: 

Xaa est -NH 2 ou un reste peptidique comprenant de 1 a 10 acides amines, de 
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preference de 1 a 6 acides amines, 

Xab est un reste peptidique comprenant de 1 a 1 0 acides amine, de preference 1 0, 
Xac est un reste peptidique de 3 acides amines, 

Xad est un reste peptidique comprenant de 1 a 9 acides amines, de preference 9, 



Xaf est un reste peptidique de 1 acide amine, et 

Xag est -OH ou un reste peptidique comprenant de 1 a 5 acides amines, de 
preference 1 ou 2 acides amines. 

Selon un mode de realisation preferentiel de F invention, Xaa comprend au moins 
10 un acide amine basique, et/ou Xad comprend au moins un acide amine basique. De 
maniere avantageuse, Xad comprend 1, 2, 3 ou 4 acides amines basiques. 

De maniere avantageuse, Xad represente la sequence peptidique suivante -Lys- 
Xad'-Xad"-Gly-His-, dans laquelle Xad' represente un reste peptidique de 1 acide amine 
basique et Xad" represente un reste peptidique comprenant de 0 a 5 acides amines, de 
1 5 preference 5 . 

Par acides amines basiques, on entend plus particulierement selon Finvention les 
acides amines choisis parmi la lysine, Farginine ou Fhomoarginine. 

De maniere preferentielle, Xad represente la sequence peptidique suivante -Lys- 
Arg-Arg-GIy-Tyr-Lys-Gly-Gly-His- ou -Leu-Leu-Arg-Gly-Tyr-Lys-Gly-Gly-His-. 
20 Selon un autre mode preferentiel de realisation de Finvention, Xac comprend au 

moins un acide amine acide, de preference un. 

De maniere avantageuse, Xac represente la sequence peptidique suivante -Asn- 
Xac'-Xac"-, dans laquelle Xac' represente un reste peptidique de 1 acide amine, et Xac" 
represente un reste peptidique de 1 acide amine acide. 
25 Par acide amine acide on entend selon Finvention tout acide amine comprenant sur 

une chaine laterale une fonction acide organique, plus particulierement acide carboxylique, 
de preference choisi parmi F acide glutamique (Glu) ou Facide aspartique (Asp). 

De maniere preferentielle, Xac represente la sequence peptidique suivante -Asn- 
Gly-Glu- ou -Ala-Ala-Glu-. 
30 De maniere avantageuse, 

Xaa represente la sequence peptidique suivante Xaa'-Gly-Xaa"- dans laquelle Xaa' 
represente NH2 ou un reste peptidique comprenant 1 a 9 acides amines, de preference 1 a 
5 acides amines, et Xaa" represente un reste peptidique comprenant au moins un acide 
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Xae est un reste peptidique comprenant de 1 a 7 acides amines, de preference 7, 
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amine, choisi de preference parmi Leu, He, Val, Pro, Ser ou Thr, et/ou 

Xab represente la sequence peptidique suivante -Val-Xab'-Asp-, dans laquelle Xab' 

represente un reste peptidique comprenant de 0 a 8 acides amines, de preference 8, et/ou 

Xae represente la sequence peptidique suivante -Gly-Xae'-Asn-, dans laquelle Xae' 

represente un reste peptidique comprenant de 0 a 5 acides amines, de preference 5, et/ou 

Xaf represente un des acides amines suivant -Trp-, Phe, Leu, He ou Val et/ou 

Xag represente la sequence peptidique suivante -Glu-Xag' dans laquelle Xag' represente 

OH ou un reste variable de sequence comprenant de 1 a 4 acides amines, de preference 1 

acide amine. 

Selon un mode de realisation plus preferentiel de I' invention, Xaa represente la 
sequence peptidique suivante NH 2 -Asp-Lys-Leu-Ile-Gly-Ser- ou NH 2 -Ala-Ala-Ala-Ala- 
Gly-Ser-, et/ou Xab represente la sequence peptidique suivante -Val-Trp-Gly-Ala-Val- 
Asn-Tyr-Thr-Ser-Asp-, et/ou Xae represente la sequence peptidique suivante -Gly-Ser- 
Phe-Ala-Asn-Val-Asn-, et/ou Xaf represente 1'acide amine suivant -Trp-, et/ou Xag 
represente la sequence peptidique suivante -Glu-Thr-OH ou -Arg-Thr-OH. 

Selon un mode de realisation plus preferentiel de l'invention, Fheliomicine est le 
peptide represente avec sa sequence codante par l'identificateur de sequence n° 2 (SEQ ID 
NO 2). La meme sequence est decrite, correspondant aux acides amines 6 a 49 de 
ridentificateur de sequence n° 1 (SEQ ID NO 1) avec une sequence codante differente. 

Le residu NH2 terminal peut presenter une modification post-traductionnelle, par 
exemple une acetylation, de meme que le residu C-terminal peut presenter une 
modification post-traductionnelle, par exemple une amidation. 

Par sequence peptidique comprenant essentiellement la sequence peptidique de 
formule generate (I), on entend non seulement les sequences definies ci-dessus, mais 
egalement de telles sequences comprenant a Tune ou l'autre de leurs extremites, ou les 
deux, des residus peptidiques necessaires a leur expression et ciblage dans un organisme 
hote. Par organisme hote on entend tout organisme comprenand au moins une cellule, qu'il 
s'agisse de microorganismes, en particulier une levure ou une bacterie, ou encore de 
cellules vegetales ou encore d'organismes superieurs comme les plantes. 

II s'agit en particulier d'un peptide de fusion « peptide-heliomicine », dont la 
coupure par les systemes enzymatiques de 1' organisme hote permet la liberation de 
Fheliomicine, Theliomicine etant definie ci-dessus. Le peptide fusionne a Theliomicine 
peut etre un peptide signal ou un peptide de transit qui permet de controler et d'orienter la 
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production de l'heliomicine de maniere specifique dans une partie de l'organisme hote, 
comme par exemple le cytoplasme, la membrane cellulaire, ou dans le cas des plantes dans 
un type particulier de compartiments cellulaires ou de tissus ou dans la matrice 
extracellulaire. 



chloroplastique ou mitochondrial, lequel est ensuite clive dans les chloroplastes ou les 
mitochondries. 

Selon un autre mode de realisation de F invention, le peptide signal peut etre un 
signal N-terminal ou « propeptide », eventuellement en association avec un signal 
10 responsable de la retention de la proteine dans le reticulum endoplasmique, ou un peptide 
d'adressage vacuolaire ou « propeptide ». Le reticulum endoplasmique est le lieu ou sont 
pris en charge par la « machinerie cellulaire » des operations de maturation de la proteine 
produite. comme par exemple le clivage du peptide signal. 



15 eventuellement separes par une sequence intermediate, c'est a dire comprenant, dans le 
sens de la transcription, une sequence codant pour un peptide de transit d'un gene vegetal 
codant pour une enzyme a localisation plastidiale, une partie de sequence de la partie 
mature N-terminale d'un gene vegetal codant pour une enzyme a localisation plastidiale, 
puis une sequence codant pour un second peptide de transit d'un gene vegetal codant pour 

20 une enzyme a localisation plastidiale, tels que decrit dans la demande EP 0 508 909. 

Comme peptide de transit utile selon F invention, on peut citer en particulier le 
peptide signal du gene PR-la du tabac decrit par Cornelissen & coll., represents avec sa 
sequence codante par Fidentificateur de sequence n° 2, en particulier lorsque l'heliomicine 
est produite par des cellules vegetales ou des plantes, ou du precurseur du facteur Mat ctl 

25 lorsque l'heliomicine est produite dans des levures. 

Le peptide de fusion « MFal/heliomicine » avec les cinq residus du propeptide du 
facteur MFal (Ser-Leu-Asp-Lys-Arg), situes en position N-terminale et sa sequence 
codante sont partie de la presente invention, en particulier decrits par Fidentificateur de 
sequence n° 1 (SEQ ID NO 1), correspondants aux acides amines 1 a 49. 

30 Le peptide de fusion « peptide signal PR- la -heliomicine » et sa sequence codante 

sont egalement partie de la presente invention, en particulier decrits par Fidentificateur de 
sequence n° 3 (SEQ ID NO 3). 

Le peptide de fusion comprenant le peptide signal du gene PG1 de 
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Selon un mode de realisation, le peptide de transit peut etre un signal d'adressage 



Les peptides de transit peuvent etre soit simples, soit doubles, et dans ce cas 
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polygalacturonase de mais fusione a Theliomicine « peptide signal PGl/heliomicine » est 
represents avec sa sequence codante par les identificateurs de sequences n° 1 8 et 20 (SEQ 
ID NO 18 et SEQ ID NO 20). 

Selon un mode preferentiel de realisation de Tinvention, les residus cysteines du 
5 peptide de formule (I) forment au moins un pont disulfure intramoleculaire, de preference 
trois ponts disulfure. Selon un mode preferentiel de realisation de F invention les ponts 
disulfure sont etablis entre les residus cysteine 1 et 4, 2 et 5 et 3 et 6. 

L'heliomicine est un peptide parti culierement actif contre les champignons et les 
levures, et peut etre a ce titre employe a titre preventif ou curatif pour proteger differents 

10 organismes contre des agressions fongiques. La presente invention concerne done 
Theliomicine a titre de medicament. Elle concerne egalement l'utilisation de Theliomicine 
pour le traitement des plantes contre des agressions fongiques, en appliquant Theliomicine 
directement sur les dites plantes. 

La presente invention concerne egalement une composition comprenant 

15 Theliomicine et un vehicule approprie. Le vehicule approprie a pour premiere qualite de 
ne pas degrader de maniere substantielle Theliomicine dans la composition, et de ne pas 
diminuer les proprietes bactericides et fongicides de Theliomicine. Cette composition peut 
etre une composition cosmetique et dans ce cas le vehicule approprie est cosmetiquement 
acceptable (adapte en outre pour une application sur la peau ou les phaneres), ou une 

20 composition pharmaceutique pour un usage therapeutique et dans ce cas le vehicule 
approprie est pharmaceutiquement acceptable approprie pour une administration de 
Theliomicine par voie topique, per os ou par injection, ou encore une composition 
agrochimique et dans ce cas le vehicule approprie est agrochimiquement acceptable, 
approprie pour une application sur les plantes ou a proximite des plantes, sans les 

25 degrader. 

La presente invention concerne egalement un fragment d'acide nucleique, en 
particulier d'ADN, naturel ou synthetique, codant pour Theliomicine definie ci-dessus, y 
compris pour le peptide de fusion « peptide-heliomicine » defini ci-dessus. II peut s'agir 
selon T invention d'un fragment synthetise ou isole du lepidoptere Heliothis, ou encore un 
30 fragment derive, adapte pour Texpression de Theliomicine dans Torganisme hote ou le 
peptide sera exprime. Le fragment d'acide nucleique peut etre obtenu selon les methodes 
standards d' isolation et de purification, ou encore par synthese selon les techniques 
usuelles d'hybridations successives d'oligonucleotides synthetiques. Ces techniques sont 



WO 99/53053 PCT/FR99/00843 

notamment decrites par Ausubel et aL 

Selon la presente invention, on entend par « fragment d'acide nucleique » une 
sequence nucleotidique pouvant etre de type ADN ou ARN, de preference de type ADN, 
notamment double brin. 

5 Selon un mode de realisation de 1' invention, le fragment d'acide nucleique codant 

pour l'heliomicine comprend la sequence d'ADN decrite par les bases 16 a 147 de 
Fidentificateur de sequence n° 1 (SEQ ID NO 1), ou par Fidentificateur de sequence n° 2 
(SEQ ID NO 2), en particulier la partie codante de cette sequence correspondant aux bases 
1 a 132, une sequence homologue ou une sequence complementaire de ladite sequence. 

10 Selon un autre mode de realisation de l'invention, le fragment d'acide nucleique 

codant pour le peptide de fusion « peptide-heliomicine » comprend la sequence d'ADN 
decrite par Fidentificateur de sequence n°l (SEQ ID NO 1) ou celle decrite par 
Fidentificateur de sequence n° 3 (SEQ ID NO 3), en particulier la partie codante 
correspondant aux bases 3 a 224, ou celle decrite par Fidentificateur de sequence n° 18 

15 (SEQ ID NO 18), en particulier la partie codante correspondant aux bases 7 a 205, une 
sequence homologue ou une sequence complementaire des dites sequences. 

Par « homologue », on entend selon l'invention un fragment d'acide nucleique 
presentant une ou plusieurs modifications de sequence par rapport a la sequence 
nucleotidique decrite par les identificateurs de sequences n° 1, 2 ou 3 et codant pour 

20 l'heliomicine ou le peptide de fusion « peptide-heliomicine ». Ces modifications peuvent 
etre obtenues selon les techniques usuelles de mutation, ou encore en choisissant les 
oligonucleotides synthetiques employes dans la preparation de ladite sequence par 
hybridation. Au regard des multiples combinaisons d'acides nucleiques pouvant conduire 
a l'expression d'un meme acide amine, les differences entre la sequence de reference 

25 decrite par les identificateurs de sequences n° 1, 2 ou 3 et l'homologue correspondant 
peuvent etre importantes, d'autant plus qu'il s'agit de fragments d'ADN de faible taille 
realisables par synthese chimique. De maniere avantageuse, le degre d'homologie sera 
d'au moins 70 % par rapport a la sequence de reference, de preference d'au moins 80 %, 
plus preferentiellement d'au moins 90 %. Ces modifications sont generalement neutres, 

30 c'est a dire qu'elles n'affectent pas la sequence primaire de l'heliomicine ou du peptide de 
fusion resultants. 

La presente invention concerne egalement un gene chimere (ou cassette 
d' expression) comprenant une sequence codante ainsi que des elements de regulation en 
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position 5' et 3' heterologies pouvant fonctionner dans un organisme hote, en particulier 
les cellules vegetales ou les plantes, la sequence codante comprenant au moins un 
fragment d'ADN codant pour 1'heliomicine ou Ie peptide de fusion « peptide-heliomicine » 
tel que definis ci-dessus. 

Par organisme hote, on entend tout organisme mono ou pluricellulaire, inferieur ou 
superieur, dans lequel le gene chimere selon l'invention peut etre introduit, pour la 
production d'heliomicine. II s'agit en particulier de bacteries, par exemple E. coli, de 
levures ; en particulier des genres Saccharomyces ou Kluyveromyces, Pichia, de 
champignons, en particulier Aspergillus, d'un baculovirus, ou de preference des cellules 
vegetales et des plantes. 

Par "cellule vegetale", on entend selon l'invention toute cellule issue d'une plante 
et pouvant constituer des tissus indifferencies tels que des cals, des tissus differencies tels 
que des embryons, des parties de plantes, des plantes ou des semences. 

On entend par "plante" selon l'invention, tout organisme multicellulaire differencie 
capable de photosynthese, en particulier monocotyledones ou dicotyledones, plus 
particulierement des plantes de culture destinees ou non a l'alimentation animale ou 
humaine, comme le mats, le ble, le colza, le soja, le riz, la canne a sucre, la betterave, le 
tabac, le coton, etc. 

Les elements de regulation necessaires a l'expression du fragment d'ADN codant 
pour 1'heliomicine sont bien connus de l'homme du metier en fonction de l'organisme 
hote. lis comprennent notamment des sequences promotrices, des activateurs de 
transcription, des sequences terminatrices, y compris des codons start et stop. Les moyens 
et methodes pour identifier et selectionner les elements de regulation sont bien connus de 
l'homme du metier. 

Pour la transformation des microorganismes comme les levures ou les bacteries, les 
elements de regulation sont bien connus de l'homme du metier, et comprennent 
notamment des sequences promotrices, des activateurs de trancription, des peptides de 
transit, des sequences terminatrices et des codons start et stop. 

Pour diriger l'expression et la secretion du peptide dans le milieu de culture de la 
levure, un fragment d'ADN codant 1'heliomicine est integre dans un vecteur navette qui 
comprend les elements suivants : 

- des marqueurs permettant de selectionner les transformants. De preference, on utilise le 
gene ura-3 pour la levure et le gene qui confere la resistance a l'ampicilline pour E. coli, 
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- une sequence nucleique permettant la replication (origine de replication) du plasmide 
dans la levure. De preference on utilise l'origine de replication du plasmide 2(i de levure, 

- une sequence nucleique permettant la replication (origine de replication) du plasmide 
dans E. coli, 

5 - une cassette d'expression constitute 

(1) d'une sequence de regulation promotrice. On peut utiliser toute 
sequence promotrice d'un gene s'exprimant naturellement dans la levure. De preference, 
on utilise le promoteur du gene Mfal de S. cerevisiae. 

(2) d'une sequence codant pour un peptide signal (ou propeptide) en 
10 association avec un peptide d'adressage (ou propeptide). Ces regions sont importantes 

pour la secretion correcte du peptide. De preference, on utilise la sequence codant le pre- 
pro-peptide du precurseur du facteur Mfal. 

(3) d'une sequence de regulation terminatrice ou de polyadenylation. De 
preference, on utilise le terminateur de la phosphoglycerate kinase (PGK) de S. cerevisiae. 

15 Dans la cassette d'expression, la sequence codant Fheliomicine est inseree en aval de la 
sequence pre-pro et en amont du terminateur de la PGK. 

Ces elements ont ete decrits dans plusieurs publications dont Reichhart et aL 9 1992, 
Invert. Reprod. Dev., 21, pp 15-24 et Michaut et al. 9 1996, FEBS Letters, 395, pp 6-10 . 

De maniere preferentielle, on transforme des levures de Fespece S. cerevisiae avec 

20 le plasmide d'expression par la methode a Facetate de lithium (Ito et aL, 1993, J. 
Bacteriol, 153, pp 163-168). Les levures transformees sont selectionnees sur un milieu 
gelose selectif qui ne contient pas d'uracile. La production en masse des levures 
transformees est realisee par culture pendant 24h a 48 h dans un milieu liquide selectif. 

La transformation de microorganismes permet de produire de Fheliomicine a plus 

25 large echelle. La presente invention concerne done egalement un procede de preparation 
de Fheliomicine, comprenant les etapes de culture d'un micro organisme transforme 
comprenant un gene codant pour Fheliomicine tel que defini ci-dessus dans un milieu de 
culture approprie, puis Fextraction et la purification totale ou partielle de Fheliomicine 
obtenue. 

30 De maniere preferee, lors de Fextraction de Fheliomicine produite par les levures, 

on elimine les levures par centrifugation et on met en contact le surnageant de culture avec 
une solution acide qui peut etre une solution d'un acide mineral ou organique comme par 
exemple Tacide chlorhydrique ou de F acide acetique. L'extrait obtenu est ensuite 
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centrifuge a froid a une vitesse de 4000 a 10.000 rpm a 4°C, pendant 30 a 60 min. 

La purification de Fheliomicine peut etre precedee d'une etape de fractionnement 
du surnageant obtenu suite a Fetape d'extraction. De maniere preferee, au cours de Fetape 
de fractionnement, l'extrait est depose sur de la phase inverse pour realiser une extraction 
5 en phase solide. Le lavage des molecules solubles dans l'eau est effectue avec une solution 
acide diluee et 1'elution des molecules hydrophobes avec un eluant approprie. On obtient 
de bons resultats avec de 1'acide trifluoroacetique pour le lavage et un eluant contenant des 
quantites croissantes d'acetonitrile en solution acide diluee. 



10 une HPLC en echange de cations suivie d'une HPLC en phase inverse avec un eluant 
convenable qui peut etre different ou identique a celui de la phase precedente. Les 
differentes etapes de la purification sont suivies par un test d' inhibition de croissance 
fongique en milieu liquide. De preference, le test est effectue avec le champignon 
Neurospora crassa. 

15 La sequence de Fheliomicine produite par les levures transformees est analysee 

selon la methode de sequen$age par degradation d'Edman et par spectrometrie de masse. 
La caracterisation structurale est realisee directement sur le peptide produit, sur le peptide 
modifie par reduction/alkylation ainsi que sur des fragments du peptide. La sequence 
peptidique et la masse moleculaire de 1'heliomicine produite ont ete comparees avec celles 

20 de 1'heliomicine native extraite de Fhemolymphe d'H. virescens, Les resultats montrent 
que les deux molecules presentent la meme structure primaire. La determination de la 
position des ponts disulfure indique que V arrangement des ponts disulfides est identique 
dans les deux peptides, natif et produit par le microorganisme transforme. 



25 sequence de regulation promotrice dans les plantes, on peut utiliser toute sequence 
promotrice d f un gene s'exprimant naturellement dans les plantes en particulier un 
promoteur d'origine bacterienne, virale ou vegetale tel que, par exemple, celui d'un gene de 
la petite sous-unite de ribulose-biscarboxylase/oxygenase (RuBisCO) ou d'un gene de 
virus de plante tel que, par exemple, celui de la mosaique du choux fleur (CAMV 19S ou 

30 35S), ou un promoteur inductible par les pathogenes comme le PR-la du tabac, tout 
promoteur convenable connu pouvant etre utilise. De preference on a recours a une 
sequence de regulation promotrice qui favorise la surexpression de la sequence codante de 
maniere constitutive ou induite par Fattaque d'un pathogene, tel que par exemple, celle 



De maniere preferee la purification de Fheliomicine est effectuee en deux temps : 



L' invention concerne plus particulierement la transformation des plantes. Comme 
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comprenant au moins un promoteur d'histone tel que decrit dans la demande EP 0 507 698. 

Selon l'invention, on peut egalement utiliser, en association avec la sequence de 
regulation promotrice, d'autres sequences de regulation, qui sont situees entre le promoteur 
et la sequence codante, telles que des activateurs de transcription ("enhancer"), comme par 
5 exemple l'activateur de translation du virus de la mosaique du tabac (TMV) decrit dans la 
demande WO 87/07644, ou du virus etch du tabac (TEV) decrit par Carrington & Freed. 

Comme sequence de regulation terminatrice ou de polyadenylation, on peut utiliser 
toute sequence correspondante d'origine bacterienne, comme par exemple le terminateur 
nos dAgrobacterium tumefaciens, ou encore d'origine vegetale, comme par exemple un 
1 0 terminateur d'histone tel que decrit dans la demande EP 0 633 3 1 7. 

Selon la presente invention, le gene chimere peut egalement etre associe a un 
marqueur de selection adapte a 1'organisme hote transforme. De tels marqueurs de 
selection sont bien connus de 1'homme du metier. II pourra s'agir d'un gene de resistance 
aux antibiotiques, ou encore un gene de tolerance aux herbicides pour les plantes. 
15 La presente invention concerne egalement un vecteur de clonage ou d'expression 

pour la transformation d'un organisme hote contenant au moins un gene chimere tel que 
defini ci-dessus. Ce vecteur comprend outre le gene chimere ci-dessus, au moins une 
origine de replication. Ce vecteur peut etre constitue par un plasmide, un cosmide, un 
bacteriophage ou un virus, transformes par 1' introduction du gene chimere selon 
20 l'invention. De tels vecteurs de transformation en fonction de 1'organisme hote a 
transformer sont bien connus de rhomme du metier et largement decrits dans la litterature. 

Pour la transformation des cellules vegetales ou des plantes, il s'agira notamment 
d'un virus qui peut etre employe pour la transformation des plantes developpees et 
contenant en outre ses propres elements de replication et d'expression. De maniere 
25 preferentielle, le vecteur de transformation des cellules vegetales ou des plantes selon 
l'invention est un plasmide. 

L'invention a encore pour objet un procede de transformation des organismes 
hotes, en particulier des cellules vegetales par integration d'au moins un fragment d'acide 
nucleique ou un gene chimere tels que definis ci-dessus, transformation qui peut etre 
30 obtenue par tout moyen connu approprie, amplement decrit dans la litterature specialisee 
et notamment les references citees dans la presente demande, plus particulierement par le 
vecteur selon l'invention. 

Une serie de methodes consiste a bombarder des cellules, des protoplastes ou des 
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tissus avec des particules auxquelles sont accrochees les sequences d'ADN. Une autre serie 
de methodes consiste a utiliser comme moyen de transfert dans la plante un gene chimere 
insere dans un plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens ou Ri d'Agrobacterium 
rhizogenes. 

D'autres methodes peuvent etre utilisees telles que la micro-injection ou 
l'electroporation, ou encore la precipitation directe au moyen de PEG. 

L'homme du metier fera le choix de la methode appropriee en fonction de la nature 
de l'organisme note, en particulier de la cellule vegetale ou de la plante. 

La presente invention a encore pour objet les organismes notes, en particulier 
cellules vegetales ou plantes, transformed et contenant une quantite efficace d'un gene 
chimere comprenant une sequence codante pour l'heliomicine definie ci-dessus. 

La presente invention a encore pour objet les plantes contenant des cellules 
transformees, en particulier les plantes regenerees a partir des cellules transformees. La 
regeneration est obtenue par tout precede approprie qui depende de la nature de l'espece, 
comme par exemple decrit dans les references ci-dessus. 

Pour les precedes de transformation des cellules vegetales et de regeneration des 
plantes, on citera notamment les brevets et demandes de brevet suivants: US 4,459,355, 
US 4,536,475, US 5,464,763, US 5,177,010, US 5,187,073, EP 267,159, EP 604 662, EP 
672 752, US 4,945,050, US 5,036,006, US 5,100,792, US 5,371,014, US 5,478,744, US 
5,179,022, US 5,565,346, US 5,484,956, US 5,508,468, US 5,538,877, US 5,554,798, US 
5,489,520, US 5,510,318, US 5,204,253, US 5,405,765, EP 442 174, EP 486 233, EP 486 
234, EP 539 563, EP 674 725, WO 91/02071 et WO 95/06128. 

La presente invention conceme egalement les plantes transformees issues de la 
culture et/ou du croisement des plantes regenerees ci-dessus, ainsi que les graines de 
plantes transformees. 

Les plantes ainsi transformees sont resistantes a certaines maladies, en particulier a 
certaines maladies fongiques ou bacteriennes. De ce fait, la sequence d'ADN codant pour 
l'heliomicine peut etre integree avec pour objectif principal la realisation de plantes 
resistantes aux dites maladies, l'heliomicine etant efficace contre des maladies fongiques 
telles que celles causees par Cercospora, en particulier Cercospora beticola, 
Cladosporium en particulier Cladosporium herbarum, Fusarium, en particulier Fusarium 
culmorum ou Fusarium graminearum, ou par Phytophthora, en particulier Phytophtora 
cinnamomi. 
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Le gene chimere pourra comprendre egalement et de maniere avantageuse au 
moins un marqueur de selection, tel qu'un ou plusieurs genes de tolerance aux herbicides. 

La sequence d'ADN codant pour l'heliomicine peut egalement etre integree comme 
marqueur de selection lors de la transformation de plantes avec d'autres sequences codant 
5 pour d'autres peptides ou proteines d'interet, comme par exemple des genes de tolerance 
aux herbicides. 

De tels genes de tolerance aux herbicides sont bien connus de l'homme du metier et 
notamment decrits dans les demandes de brevet EP 115 673, WO 87/04181, EP 337 899, 
WO 96/38567 ou WO 97/04103. 

10 Bien entendu, les cellules et plantes transformees selon l'invention peuvent 

comprendre outre la sequence codant pour l'heliomicine, d'autres sequences heterologues 
codant pour des proteines d'interet comme d'autres peptides complementaires susceptibles 
de conferer a la plante des resistances a d'autres maladies d'origine bacterienne ou 
fongique, et/ou d'autres sequences codant pour des proteines de tolerance aux herbicides 

15 et/ou d'autres sequences codant pour des proteines de resistance aux insectes, comme les 
proteines Bt notamment. 

Les autres sequences peuvent etre integrees au moyen du meme vecteur 
comprenant un gene chimere, lequel comprend une premiere sequence codant pour 
l'heliomicine et au moins une autre sequence codant pour un autre peptide ou proteine 

20 d'interet. 

Elles peuvent egalement etre integrees au moyen d'un autre vecteur comprenant au 
moins la dite autre sequence, selon les techniques usuelles definies ci-dessus. 

Les plantes selon l'invention peuvent encore etre obtenues par croisement de 
parents, Tun portant le gene selon l'invention codant pour l'heliomicine, l'autre portant un 
25 gene codant pour au moins un autre peptide ou proteine d'interet. 

Parmi les sequences codant pour d'autres peptides antifongiques, on peut citer celle 
codant pour la drosomycine, decrite dans la demande de brevet FR 2 725 992 et par 
Fehlbaum & coll. (1994), et dans la demande de brevet non publiee FR 97 091 15 deposee 
le 24 juillet 1997, ou celle codant pour l'androctonine decrite dans la demande de brevet 
30 FR 2 745 004 et dans la demande de brevet non publiee FR 97 10362 deposee le 20 aout 
1997. 

La presente invention concerne enfin un precede de culture des plantes 
transformees selon l'invention, le precede consistant a planter les graines des dites plantes 
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transformees dans une surface d'un champ approprie pour la culture des dites plantes, a 
appliquer sur la dite surface du dit champ une composition agrochimique, sans affecter de 
maniere substantielle les dites graines ou les dites plantes transformees, puis a recolter les 
plantes cultivees lorsqu'elles arrivent a la maturite souhaitee et eventuellement a separer 
les graines des plantes recoltees. 

Par composition agrochimique, on entend selon l'invention toute composition 
agrochimique comprenant au moins un produit actif ayant l'une des activites suivantes, 
herbicide, fongicide, bactericide, virucide ou insecticide. 

Selon un mode preferentiel de realisation du procede de culture selon l'invention, 
la composition agrochimique comprend au moins un produit actif ayant au moins une 
activite fongicide et/ou bactericide, plus preferentiellement presentant une activite 
complementaire de celle de l'heliomicine produite par les plantes transformees selon 
l'invention. 

Par produit presentant une activite complementaire de celle de l'heliomicine, on 
entend selon l'invention un produit presentant un spectre d'activite complementaire, c'est 
a dire un produit qui sera actif contre des attaques de contaminants (champignons, 
bacteries ou virus) insensibles a l'heliomicine, ou encore un produit dont Ie spectre 
d'activite recouvre celui de l'heliomicine, totalement ou en partie, et dont la dose 
d'application sera diminuee de maniere substantielle du fait de la presence de 
l'heliomicine produite par la plante transformee. 

Les exemples ci-apres permettent d'illustrer la presente invention, sans toutefois en 
limiter la portee. 

Exemple I : Isolement et caracterisation de l'heliomicine a partir de I'hemolymphe 
prelevee chez des larves immunisees du lepidoptere H. virescens 
Exemple 1.1 : Isolement 

1-1 Induction de la synthese biologique d'une substance antifongique dans 
rhemolymphe d' H. virescens 

Les larves matures de 5eme stade du lepidoptere H. virescens ont ete immunisees a 
l'aide d'une aiguille (30 ga) prealablement plongee dans un culot de bacteries a Gram 
positif (M luteus) et a Gram negatif (E. coli 1 106) prepare a partir de cultures realisees en 
milieu de Luria-Bertani durant 12 heures a 37°C. Les animaux ainsi infectes ont ete 
conserves individuellement dans des tubes contenant un milieu nutritif a base d'agar 
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pendant 24 heures entre 20°C et 23°C. Avant le prelevement de l'hemolymphe les larves 
ont ete refroidies sur de la glace. 
1-2 Preparation du plasma 

L'hemolymphe (environ 30 ul par larve) a ete collectee par excision d'un 
5 appendice abdominal et recueillie dans des tubes de microcentrifugation en polypropylene 
de 1,5 ml refroidis dans de la glace et contenant de l'aprotinine comme inhibiteur de 
proteases (20ug/ml en concentration finale) et de la phenylthiouree comme inhibiteur de la 
melanisation (concentration finale de 20uM). L'hemolymphe (2 ml) ainsi collectee a partir 
des larves immunises a ete centrifugee a 14000 g pendant 1 min a 4 °C afm de retirer les 
10 hemocytes. L'hemolymphe depourvue des cellules sanguines a ete conservee a -20°C 
jusqu'a son utilisation. 
1-3 Acidification du plasma 

Apres decongelation rapide, le plasma d' H. virescens a ete acidifie jusqu'a pH 3 
avec une solution d'acide trifluoroacetique a 1%. L'extraction en condition acide du 
15 peptide a ete realisee pendant 30 min sous agitation legere dans un bain d'eau glacee. 
L'extrait obtenu a ete ensuite centrifuge a 4°C pendant 30 min a 10 OOOg. 
1-4 Purification des peptides 
a) Prepurification par extraction en phase solide 

Une quantite d'extrait equivalente a 2ml d'hemolymphe a ete deposee sur un 
20 support de phase inverse, tel que commercialise sous la forme de cartouche (Sep-Pak™ 
C18, Waters Associates), equilibre avec de l'eau acidifiee (TFA 0,05 %). Les molecules 
hydrophiles ont ete eliminees par un simple lavage avec de l'eau acidifiee. L'elution du 
peptide a ete realisee par une solution d'acetonitrile a 40% preparee dans le TFA 0,05%. 
La fraction eluee a 40% d'acetonitrile a ete sechee sous vide dans le but d'eliminer 
25 l'acetonitrile et le TFA puis elle a ete reconstituee dans de l'eau ultrapure sterile avant 
d'etre soumise a la premiere etape de purification. 

b) Purification par chromatographic liquide a haute performance (HPLC) sur 

colonne de phase inverse. 

-premiere etape : la fraction contenant le peptide a ete analysee par 
30 chromatographic de phase inverse sur une colonne semi-preparative Aquapore RP-300 C g 
(Brownlee-™, 220 x 70 mm, 300 A ), l'elution a ete realisee par un gradient lineaire 
d'acetonitrile de 2 a 60% dans le TFA 0,05% pendant 120 minutes a un debit constant de 
l,5ml/min. Les fractions ont ete collectees manuellement en suivant la variation de 
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l'absorbance a 225 nm et 254 nm. Les fractions recueillies ont ete assechees sous vide, 
reconstitutes avec de l'eau ultrapure et analysees pour leur activite antifongique en 
utilisant le test decrit ci-dessous. 

- deuxieme etape : la fraction antifongique correspondant au peptide a ete analysee sur 
une colonne analytique de phase inverse Aquapore RP-300 C 8 (Brownlee™, 220 x 4,6 
mm, 300 A), en utilisant un gradient lineaire diphasique d'acetonitrile de 2% a 22% en 10 
min et de 22 a 32% en 50 min dans le TFA 0,05% avec un debit constant de 0,8 ml/min. 
Les fractions ont ete collectees manuellement en suivant la variation de l'absorbance a 225 
nm et 254 nm. Les fractions recueillies ont ete assechees sous vide, reconstituees avec de 
l'eau ultrapure et analysees pour leur activite antifongique dans les conditions decrites ci- 
dessous. 

- troisieme etape : la fraction antifongique contenant le peptide a ete purifiee jusqu'a 
homogeneite sur une colonne de phase inverse Narrowbore Delta-Pak™ HPIC I8 (Waters 
Associates, 150 x 2,2 mm) eu utilisant un gradient lineaire diphasique d'acetonitrile de 2% 
15 a 24% en 10 min et de 24 a 44% en 100 min dans le TFA 0,05% avec un debit constant de 
0,25 ml/ min a une temperature controlee de 30°C. Les fractions ont ete collectees 
manuellement en suivant la variation de l'absorbance a 225 nm. Les fractions recueillies 
ont ete assechees sous vide, reconstituees avec de l'eau ultrapure filtree et analysees pour 
leur activite antifongique. 
20 Exemple 1.2 : caracterisation structurale du peptide 

2-1 Verification de la purete par electrophorese capillaire de zone 

La purete du peptide antifongique a ete verifiee par electrophorese capillaire de 
zone sur un modele 270-HT (P£ Applied Biosystems division de Perkin Elmer), lnl d'une 
solution a 50uM de peptide purifie a ete injecte sous assistance par le vide dans un 
capillaire de silice (72 cm x 50 urn) et l'analyse a ete realisee en tampon citrate 20 mM a 
pH 2,5. L'electrophorese a ete realisee a 20 kV de 1'anode a la cathode pendant 20 min a 
30°C. La migration a ete enregistree a 200 nm. 

2-2 Determination du nombre des cysteines : reduction et S-pyridylethylation. 

Le nombre de residus cysteine a ete determine sur le peptide natif par reduction et 
S-pyridylethylation. 100 pmoles de peptide natif ont ete reduites dans 40 ul de tampon 
Tris/HCl 0,5 M, pH 7,5 contenant 2 mM d'EDTA et 6 M de chlorure de guanidinium en 
presence de 2 ul de dithiothreitol 2,2 M. Le milieu reactionnel a ete place sous atmosphere 
d'azote. Apres 60 min d'incubation a l'obscurite, 2 ul de 4-vinylpyridine fraichement 
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distillee ont ete ajoutes a la reaction qui a ete alors incubee durant 10 min a 45°C a 
l'obscurite et sous atmosphere d'azote. Le peptide pyridylethyle a ete ensuite separe des 
constituants du milieu reactionnel par chromatographie de phase inverse en utilisant un 
gradient lineaire d'acetonitrile en presence de TFA 0,05%. 
5 2-3 Determination de la masse du peptide natif, du peptide S-pyridylethyle et des 
fragments de proteolyse .par spectrometrie de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted 
Laser Desorption Ionization-Time Of Flight). 

Les mesures de masses ont ete effectuees sur un spectrometre de masse MALDI- 
TOF Bruker Biflex (Bremen, Allemagne) en mode lineaire positif. Les spectres de masse 

10 ont ete calibres de fa<?on externe avec un melange standard de peptides de m/z connues, 
respectivement 2199.5 Da, 3046.4 Da et 4890.5 Da. Les differents produits a analyser ont 
ete deposes sur une fine couche de cristaux d'acide a-cyano-4-hydroxycinnamique 
obtenue par une evaporation rapide d'une solution saturee dans V acetone. Apres sechage 
sous un ieger vide, les echantillons ont ete laves par une goutte d'acide trifluoroacetique a 

15 0,1% avant d'etre introduits dans le spectrometre de masse. 
2-4 Sequen^age par degradation d'Edman. 

Le sequen9age automatique par degradation d'Edman du peptide natif, du peptide 
S-pyridylethyle et des differents fragments obtenus apres les differents clivages 
proteolytiques et la detection des derives phenylthiohydantoines ont ete realises sur un 

20 sequenceur ABI473A (^Applied Biosystems division de Perkin Helmer). 
2-5 Clivages proteolytiques. 

- Confirmation de la sequence peptidique dans la region C-terminale. 

200 pmoles de peptide reduit et S-pyridylethyle ont ete incubees en presence de 5 
pmoles d'endoproteinase-Lys-C (Acromobacter protease I, clivage specifique des residus 

25 lysine du cote C-terminai, Takara, Otsu) selon les conditions preconisees par le fournisseur 
(Tris HC1 10 mM pH 9 en presence de Tween 20 a 0,01%). Apres arret de la reaction avec 
du TFA 1%, les fragments peptidiques ont ete separes par HPLC en phase inverse sur une 
colonne de type Narrowbore Delta-Pak™ HPIC 18 (Waters Associates, 150 x 2 mm) dans 
un gradient lineaire d'acetonitrile de 2 a 60% en 80 min dans le TFA 0,05% avec un debit 

30 de 0,2 ml/min et une temperature constante de 37°C. Les fragments obtenus ont ete 
analyses par spectrometrie de masse MALDI-TOF et le peptide correspondant au fragment 
C-terminal a ete sequence par degradation d'Edman. 

-Determination de Tarrangement des ponts disulfure par proteolyse a la 
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thermolysine. 

Le peptide natif (8 ug) a ete incube durant 1 heure en presence de 4 ug de 
thermolysine (Boehringer Manheim, rapport thermolysine/peptide. 1/2 en poids : poids) a 
37°C dans le tampon MES (N-ethylmorphoIine) 0,1 M a pH 7 en presence de 2 mM de 
CaC12. La reaction a ete arretee par addition d'acide formique et les produits de la reaction 
ont ete immediatement separes par chromatographie de phase inverse sur une colonne 
Narrowbore Delta-Pal^ H PIC 18 (Waters Associates, 150 x 2,2 mm) dans un gradient 
lineaire d'acetonitrile de 2 a 50% en 100 min dans du TFA 0,05% au debit de 0,2 ml/min a 
30°C precedee d'une etape isocratique a 2 % d'acetonitrile pendant 10 min. Les fragments 
obtenues ont ete analyses par spectrometrie de masse MALDI-TOF et sequences par 
degradation d'Edman. 

ExempleII : Expression de I'heliomicine dans la levure Saccharomyces cerevisiae. 

Toutes les techniques employees ci-apres sont des techniques standards de 
laboratoire. Les protocoles detailles de ces techniques ont ete notamment decrits dans 
Ausubel et al. 

Exemple II-l Assemblage du gene synthetique 

L'assemblage a ete realise a partir de 6 oligonucleotides synthetiques codant pour 
les 44 acides amines de I'heliomicine precedes des 5 acides amines C-terminaux de la 
preprosequence du facteur al (Mfal) de la levure. Les oligonucleotides represents sur la 
figure 1 ont ete choisis en tenant compte des codons preferentiels utilises par S. cerevisiae. 

L'assemblage s'est deroule en plusieurs etapes : 

- les oligonucleotides 2 a 5 ont ete phosphoryles a leurs extremites 5' par action de 
la polynucleotide kinase (New England Biolabs) ; 

- les oligonucleotides 1 a 6 ont ete melanges, chauffes a 100°C et hybrides par 
diminution lente de la temperature a 25 °C pendant 3 heures ; 

-les oligonucleotides hybrides ont ete soumis a un traitement par la ligase du 
bacteriophage T4 (New England Biolabs) pendant 15 heures a 15° C ; 

- le bloc d'ADN resultant de l'hybridation des oligonucleotides represente sur la 
figure 1, borne par les sites de restriction HinDIII et Bglll, a ete insere dans le plasmide 
pBIuescript SK.+ (Stratagene) digere par les enzymes HinDIII et BamHI (Bglll et BamHI 
sont compatibles). Le melange de ligation a ensuite ete utilise pour transformer des 
cellules competentes d' E. coli DH5a. (Stratagene). Plusieurs clones ont ete analyses et 
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sequences. Un de ces clones qui presentait la sequence recherche a ete appele pSEAl. 
Exemple II-2 : Construction du vecteur pSEA2 qui permet la secretion de 
l'heliomicine synthetisee. 

Le fragment d'ADN HinDIII-Sall du vecteur pSEAl, portant la sequence codant 
5 l'heliomicine ainsi que le fragment Sphl-HinDIII du vecteur M13JM132 (Michaut et aL, 
1985, FEBS Letters, 395, pp 6-10) ont ete inseres entre les sites SphI et Sail du plasmide 
pTG4812 (Michaut et al. 9 1996, FEBS Letters, 395, pp 6-10). Le fragment Sphl-HinDIII 
du vecteur M13JM132 contient la sequence du promoteur du gene MFal de la levure ainsi 
que la sequence codant la region pre-pro du facteur MFal. Dans le plasmide resultant, 
10 pSEA2, le gene synthetique de l'heliomicine se retrouve done insere entre les sequences 
pre-pro du facteur Mfocl et le terminateur de transcription; cette construction doit done 
assurer la maturation et la secretion de Theliomicine. 

Exemple II-3 : Transformation d'une souche de S. cerevisiae par I'ADN du plasmide 
pSEA2 et analyse des transformants. 

15 La souche de levure TGY 48.1 (MATa, ura3-D5,his,pral,prbl, prcl, cpsl ; 

Reichhart et al., 1992, Invert. Reprod. Dev. 21, pp 15-24) a ete transformee par le 
plasmide pSEA2. Les transformants ont ete selectionnes a 29°C sur un milieu selectif 
YNBG (0,67% yeast nitrogen base, 2% glucose), supplements avec 0,5 % de casamino 
acides et ne contenant pas d'uracile. Apres transformation, plusieurs clones de levures, 

20 selectionnes pour le caractere ura+, ont ete mis en culture pendant 48 h a 29°C dans 50 ml 
de milieu selectif. Apres centrifugation (4000 g, 30 min, 4°C), le surnageant a ete acidifie 
jusqu'a pH 3,5 avec de Facide acetique, avant d'etre depose sur une cartouche Sep-Pak™ 
C 18 , (Waters Associates) equilibree avec de l'eau acidifiee (TFA 0,05 %). Les differentes 
proteines fixees sur la cartouche ont ete eluees par des solutions de TFA 0,05% contenant 

25 des pourcentages croissants d'acetonitrile. 

La fraction 40 %, presentant une activite antifongique, a ete analysee en HPLC sur 
une colonne analytique de phase inverse Aquapore RP-300 C 8 (Brownlee™, 220 x 4,6 
mm, 300 A), en utilisant un gradient lineaire d'acetonitrile de 2% a 40% en 80 min dans le 
TFA 0,05% avec un debit constant de 0,8 ml/min. Les fractions ont ete collectees 

30 manuellement en suivant la variation de I'absorbance a 225 nm et 254 nm. Les fractions 
recueillies ont ete assechees sous vide, reconstitutes avec de l'eau ultrapure et analysees 
pour leur activite antifongique dans les conditions decrites dans l'exemple III. La 
caracterisation structurale du peptide a ete realisee comme decrit dans l'exemple 1.2. 
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Exemple II-4 : Production d'heliomicine recombinante a Fechelle semi-preparative. 

Un des clones de levure transformee exprimant Fheliomicine a ete cultive a 29°C 
pendant 24 h dans 100 ml de milieu selectif. Cette preculture a ensuite ete utilisee pour 
inoculer 4 1 de milieu selectif et la culture a ete realisee pendant 48 h a 29 °C. Les levures 
5 ont ete eliminees par centrifugation (4000 g, 30 min, 4°C). Le surnageant a ete acidifie 
jusqu'a pH 3,5 avec de l'acide acetique, soumis a une deuxieme centrifugation (4000 g, 30 
min, 4°C) avant d'etre depose sur une colonne ouverte de phase inverse preparative C 18 
(Waters Associates), 125 A, 6 g de phase pour 500 ml de surnageant) equilibree avec de 
1'eau acidifiee (TFA 0,05 %). Les molecules hydrophiles ont ete eliminees par un lavage 
10 avec de l'eau acidifiee suivie d'un lavage avec une solution d'acetonitrile a 15% preparee 
dans le TFA 0,05%. L'elution du peptide a ete realisee par une solution d'acetonitrile a 
40% preparee dans le TFA 0,05%. La fraction eluee a 40% d'acetonitrile a ete lyophilisee 
puis reconstituee dans de Feau ultrapure sterile avant d'etre soumise a la premiere etape de 
purification. 

15 - premiere etape de purification par HPLC : la fraction prepurifiee contenant 

Fheliomicine a ete reconstituee dans une solution d'acetate d'ammonium a 25 mM, pH 
3,4. Cet echantillon a ete injecte sur une colonne preparative d'echange de cations 
Aquapore Cation Exchange (Brownlee™, 250 x 10 mm), en utilisant un gradient lineaire 
de NaCl de 0% a 100% en 90 min dans F acetate d'ammonium 25 mM, pH 3,4 avec un 

20 debit constant de 2 ml/min. Les fractions recueillies ont ete assechees sous vide, 
reconstituees avec de Feau ultrapure et analysees pour leur activite antifongique dans les 
conditions decrites ci-dessous. 

- deuxieme etape de purification par HPLC : Fheliomicine a ete purifiee jusqu'a 
homogeneite par chromatographie sur une colonne de phase inverse semi-preparative 

25 Aquapore RP-300 C8 (Brownlee™, 220 x 7 mm, 300 A), eu utilisant un gradient lineaire 
d'acetonitrile de 2% a 40% en 80 min dans le TFA 0,05% avec un debit constant de 2 ml/ 
min. 



Exemple III : Test d'activite in vitro : mesure de Factivite antifongique par 
30 microspectrophotometrie. 

Cette methodologie a ete utilisee pour la mise en evidence des molecules 
antifongiques au cours des differentes etapes de purification, pour la determination du 
spectre d'activite du peptide et pour la determination de la concentration minimale 
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inhibitrice (CMI) a laquelle le peptide a ete actif. La CMI a ete exprimee comme un 
intervalle de concentration [a] - [b] ou [a] a ete la concentration minimale ou Ton observe 
un debut de croissance et [b] la concentration pour laquelle aucune croissance n'a ete 
observee. Des exemples de Pactivite specifique de Fheliomicine, vis-a-vis des 
5 champignons filamenteux et des levures, sont donnes dans les tableaux 1 et 2. 

Exemple III-l : Test de detection cTactivite contre les champignons filamenteux 

L'activite antifongique a ete detectee par un test d'inhibition de croissance en 
milieu liquide. Les spores des champignons a tester ont ete mises en suspension dans un 
milieu de culture de type « Pomme de terre-Glucose ». De preference, on utilise 12 g de 
10 milieu Potato Dextrose Broth (Difco) pour 1 1 d'eau demineralisee. Deux antibiotiques ont 
ete rajoutes au milieu de culture : la tetracycline (concentration finale de 10 (ig/ml) et la 
cefotaxime (100|ig/ml). On depose 10 jil de chaque fraction a analyser dans des plaques de 
microtitration en presence de 90 |al de milieu de culture contenant les spores (a une 
concentration finale de 104 spores/ml). L'incubation a ete realisee en chambre humide a 
15 30°C durant 48 heures. La croissance fongique a ete observee au microscope photonique 
apres 24 h et quantifiee apres 48 heures par mesure de l'absorbance a 600 nm a Paide d'un 
spectrophotometre lecteur de plaque de microtitration.. 

- champignons filamenteux testes : Aspergillus fumigatus (don du Dr H. Koenig, 
Hopital civil, Strasbourg) ; Nectria haematococca, Fusarium culmorum, Trichoderma 
20 viride (mycotheque de FUniversite Catholique de Leuven, Belgique) ; Neurospora crassa, 
Fusarium oxysporum, (mycotheque de la Societe Clause, Paris). 

Les resultats du test d'activite de Theliomicine contre les champignons 
filamenteux sont reportes dans le Tableau 1 ci-dessous. 

Tableau 1 : activite de Theliomicine contre les champignons filamenteux 

25 



Champignons 


CMI de Theliomicine (^M) 


Neurospora crassa 


0,1-0,2 


Fusarium culmorum 


0,2-0,4 


Fusarium oxysporum 


1,5-3 


Nectria haematococca 


0,4-0,8 


Trichoderma viride 


1,5-3 


Aspergillus fumigatus 


6-12,5 
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Exemple III-2 : Test de detection d'activite contre les levures 

Les differentes souches de levure ont ete mises en incubation dans un milieu de 
culture de type « Sabouraud » et incubee a 30°C pendant 24 h sous agitation lente. 
L'echantillon a tester (10 jil) a ete depose dans des puits de plaque de microtitration dans 
lesquels ont ete ajoutes 90 pi d'une culture diluee de levure dont la densite a ete ajustee a 
DO 600 = 0,001. On evalue la croissance par la mesure de l'absorbance a 600 nm a l'aide 
d'un spectrophotometre lecteur de plaque de microtitration. 

-levures testees : Candida albicans, C glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C 
inconspicua, Cryptococcus neoformans, Cryp. albidus, Saccharomyces cerevisiae (don du 
Dr H. Koenig, Hopital civil, Strasbourg) 

Les resultats du test d'activite de Theliomicine contre les levures sont reportes dans 
le Tableau 2 ci-dessous. 

Tableau 2 : activite de l'heliomicine contre les levures. 



Levures 


CMI de l'heliomicine (jiM) 


Candida albicans 


2,5-5 


Candida tropicalis 


2,5-5 


Candida krusei 


10-20 


Candida inconspicua 


5-10 


Cryptococcus neoformans 


2,5-5 


Cryptococcus albidus 


5-10 



Ces resultats montrent l'excellente activite antifongique du peptide selon 
l'invention. 



Exemple IV: Preparation d'une plante transformee comprenant un gene codant 
pour l'heliomicine 

Cet exemple decrit la preparation de la sequence codant pour Theliomicine pour 
son expression dans une cellule vegetale, du gene chimere, du vecteur d'integration et des 
plantes transformees. Les figures 2 a 6 en annexe decrivent les structures schematiques de 
certains plasmides prepares pour la construction des genes chimeres. Dans ces figures, les 
differents sites de restriction sont marques en italiques. 

Toutes les techniques employees ci-apres sont des techniques standard de 
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laboratoire. Les protocoles detailles de ces techniques sont notamment decrits dans 
Ausubel & coll. 

Exemple IV-1 : Construction des genes chimeres pour la transformation de plantes 
pRPA-MD-P : Creation d'un plasmide contenant le signal peptide du gene PR-la du 
5 tabac. 

Les deux oligonucleotides synthetiques complementaires Oligo 7 et Oligo 8 ci- 
apres, sont hybrides a 65 °C pendant 5 minutes puis par diminution lente de la temperature 
a30°C pendant 30'. 

10 Oligo 7: 5' GCGTCGACGC GATGGGTTTC GTGCTTTTCT CTCAGCTTCC 

ATCTTTCCTT CTTGTGTCTA CTCTTCTTCT TTTCC 3 r 

Oligo 8: 5 ' TCGCCGGCAC GGCAAGAGTA AGAGATCACA AGGAAAAGAA 

GAAGAGTAGA CACAAGAAGG AAAGATGGAA GC 3 ' 

15 

Apres hybridation entre TOligo 7 et l'Oligo 8, l'ADN reste simple brin sert de 
matrice au fragment klenow de la polymerase 1 de E. coli (dans les conditions standard 
preconisees par le fabriquant (New England Biolabs)) pour la creation de I' oligonucleotide 
double brin a partir de l'extremite 3' de chaque oligo. L' oligonucleotide double brin 
20 obtenu est ensuite digere par les enzymes de restriction SacII et Nael et clone dans le 
plasmide pBS II SK(-) (Stratagene) digere par les meme enzymes de restriction. On 
obtient alors un clone comprenant la region codant pour peptide signal du gene PR- la du 
tabac (SEQ ID NO 4). 

pRPA-PS-PRla-helio : Creation d'une sequence codant pour l'heliomicine fusionee 
25 au signal peptide PR-la sans region non transcrite en 3'. 

Les deux oligonucleotides synthetiques complementaires de sequences Oligo 9 et 
Oligo 10 selon les conditions operatoires decrites pour pRPA-MD-P. 

Oligo 9: 5 1 GATAAGCTTA TCGGTTCCTG CGTGTGGGGT GCTGTGAACT 

30 ACACTTCCGA TTGCAACGGT GAGTGCAAGA GGAGGGGTTA 3 ' 

Oligo 10: 5 1 CCGGATCCGT CGACACGTT C GCCTCGCCGA GCTCTCAAGT 
CTCGCACCAG CAGTT CACGT TAG CGAAGGA ACCGCAGTGA 
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CCACCCTTGT AACCCCTCCT CTTGCACTC 3 ' 

Apres hybridation entre I'Oligo 9 et l'Oligo 10, 1'ADN reste simple brin sert de 
matrice au fragment klenow de la polymerase 1 de E. coli (dans les conditions standard 
preconisees par le fabriquant (New England Biolabs)) pour la creation de l'oligonucleotide 
double brin a partir de l'extremite 3' de chaque oligo. Cet oligonucleotide double brin 
contenant la partie codante de l'heliomicine (SEQ ID NO 2) est ensuite clone directement 
dans le plasmide pRPA-MD-P qui a ete digere avec 1'enzyme de restriction Nael. 
L'orientation correcte du clone obtenu est verifiee par sequencage. On obtient alors un 
clone comprenant la region codant pour la proteine de fusion PR-la-heliomicine situee 
entre les sites de restriction Ncol a l'extremite N-terminale et Seal, SacII et BamHI a 
l'extremite C-terminale (SEQ ID NO 3). 

pRPA-RD-239 ; Creation d'un vecteur d'expression dans les plantes comprenant la 
sequence codant pour la proteine de fusion PR-la-heliomicine. 

Le plasmide pRTL-2 GUS, derive du plasmide pUC-19, a ete obtenu aupres du Dr. 
Jim Carrington (Texas A&M University, non decrit). Ce plasmide dont la structure 
schematique est representee sur la figure 2, contient le promoteur CaMV 35S duplique 
isole du virus de la mosaique du choux fleur (Promoteur CaMV 2x35S; Odell & coll., 
1985) qui dirige l'expression d'un ARN contenant sequence non traduite en 5' du virus etch 
du tabac (TEV 5' UTR; Carrington & Freed, 1990), le gene de la p-glucuronidase d' K 
coli (GUS Jefferson & coll., 1987) suivi du site de polyadenylation de 1'ARN 35S de 
CaMV (CaMV polyA; Odell & coll., 1985). 

Le plasmide pRTL-2 GUS est digere avec les enzymes de restriction Ncol et 
BamHI et le grand fragment d'ADN est purifie. Le plasmide pRPA-PS-PRla-helio est 
digere avec les enzymes de restriction Ncol et BamHI et le petit fragment d'ADN 
contenant la region codant pour la proteine de fusion PR-la-heliomicine est purifie. Les 
deux fragments d'ADN purifies sont ensuite lies ensemble dans une cassette d'expression 
dans les plantes qui synthetise une proteine de fusion PR-la-heliomicine. La structure 
schematique de cette cassette d'expression est representee sur la figure 3. « PR-la- 
heliomicine » represente la region codante pour la proteine de fusion PR-la-heliomicine 
de pRPA-RD-239. L'heliomicine est transportee vers la matrice extra-cellulaire de la 
plante par Taction du peptide signal PR- la. 

pRPA-RD-195: Creation d'un plasmide contenant un site de clonage multiple 
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modifie. 

Le plasmide pRPA-RD-195 est un plasmide derive du pUC-19 qui contient un site 
de clonage multiple modifie. Les oligonucleotides synthetiques complementaires Oligo 1 1 
et Oligo 12 ci-apres ¥ sont hybrides et rendus double brin selon la procedure decrite pour 
5 pRPA-MD-P. 



Oligo 11: 5 ' AGGGCCCCCT AGGGTTTAAA 
GAGCTCGGTA CCCGGGGATC 
CATGC 3 ' 

10 

Oligo 12: 5' CCCTGAACCA GGCTCGAGGG 
GCATGCCTGC AGGTCG ACT C 



CGGCCAGTCA GGCCGAATTC 
CTCTAGAGTC GACCTGCAGG 

CGCGCCTTAA TTAAAAGCTT 
TAGAGG 3 1 



^oligonucleotide double brin obtenu est ensuite lie dans pUC-19 qui a ete 

15 prealablement digere avec les enzymes de restriction EcoRI et Hindlll et rendu bouts 
francs en employ ant le fragment klenow de l'ADN polymerase 1 de E. coll On obtient un 
vecteur contenant de multiples sites de clonage pour faciliter Introduction des cassettes 
d'expression dans un plasmide vecteur SAgrobacterium tumefaciens. La structure 
schematique de ce site de clonage multiple est representee sur la figure 4. 

20 pRPA-RD-240 : Introduction de la cassette d'expression de PR-la-heliomicine de 
pRPA-RD-239 dans pRPA-RD-195. 

Le plasmide pRPA-RD-239 est digere avec l'enzyme de restriction PstIL Le 
fragment d'ADN contenant la cassette d'expression de PR-la-heliomicine est purifie. Le 
fragment purifie est ensuite lie dans pRPA-RP-195 qui a ete prealablement digere avec 

25 Tenzyme de restriction PstH et dephosphoryle avec la phosphatase intestinale de veau. 

pRPA-RD-174 : Plasmide derive de pRPA-BL-150A (EP 0 508 909) contenant le gene 
de tolerance au bromoxynil de pRPA-BL-237 (EP 0 508 909), 

Le gene de tolerence au bromoxynil est isole de pRPA-BL-237 par une 
amplification genique par PCR. Le fragment obtenu est a bouts francs et est clone dans le 

30 site EcoRI de pRPA-BL-150A qui a ete rendu bouts francs par Taction de la polymerase 
klenow dans des conditions standard. On obtient un vecteur d!Agrobacterium tumefaciens 
qui contient le gene de tolerance au bromoxynil a proximite de sa bordure droite, un gene 
de tolerance a la kanamycine a proximite de sa bordure gauche et un site de clonage 
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multiple entre ces deux genes. 

La structure schematique de pRPA-RD-174 est representee sur la figure 5. Sur 
cette figure, "nos" represente le site de polyadenylation de la nopaline synthase 
d'Agrobacterium tumefaciens (Bevan & coll., 1983), "NOS pro" represente le promoteur 
de la nopaline synthase d'Agrobacterium tumefaciens (Bevan & coll., 1983), "NPT II" 
represente le gene de la neomycine phosphotranspherase du transposon Tn5 de E. coli 
(Rothstein & coll., 1981), "35S pro" represente le promoteur 35S isole du virus de la 
mosaique du choux fleur (Odell & coll., 1985), "BRX" represente le gene de la nitrilase 
isole de K. ozaenae (Stalker & coll., 1988), "RB" et "LB" representent respectivement les 
bordures droite et gauche de la sequence d'un plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens. 



15 



20 



25 



30 



pRPA-RD-184 : Addition d'un nouveau site de restriction, unique, dans pRPA-RD- 
174. 

Les oligonucleotides synthetiques complementaires Oligo 13 et Oligo 14 ci-apres, 
sont hybrides et rendus double brin selon la procedure decrite pour pRPA-MD-P. 

Oligo 13: 5' CCGGCCAGTC AGGCCACACT TAATTAAGTT TAAACGCGGC 
CCCGGCGCGC CTAGGTGTGT GCTCGAGGGC CCAACCTCAG 
TACCTGGTTC AGG 3 ' 

Oligo 14: 5 ' CCGGCCTGAA CCAGGTACTG AGGTTGGGCC CTCGAGCACA 
CACCTAGGCG CGCCGGGGCC GCGTTTAAAC TTAATTAAGT 
GTGGCCTGAC TGG 3 1 

L'oligonucleotide double brin hybride (95 paires de bases) est purifie apres 
separation sur un gel d'agarose (3 % Nusieve, FMC). Le plasmide pRPA-RD-174 est 
digere avec 1'enzyme de restriction Xmal, et le grand fragment d'ADN est purifie. Les deux 
fragments d'ADN obtenus sont ensuite lies. 

On obtient un plasmide derive de pRPA-RD-174 comprenant d'autres sites de 
restriction entre le gene de tolerance au bromoxynil et le gene de la kanamycine marqueur 
de selection. 

La structure schematique du plasmide pRPA-RD-1 84 est representee sur la figure 6 
ou les termes "nos", "NPT II", "NOS pro", "35S pro", "BRX gene", "RB" et "LB" ont la 
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meme signification que pour la figure 5. 

p RPA-RD-241 : Creation d'un vecteur d'Agrobacterium tumefaciens contenant la 
construction du gene codant pour I'heliomicine dirigee vers la matrice 
extracellulaire. 

5 La plasmide pRPA-RD-240 est digere avec les enzymes de restriction Sfill et AscI 

et le fragment d'ADN contenant le gene de PR-la-heliomicine est purifie. Le plasmide 
pRPA-RD-184 est digere avec les meme enzymes de restriction. Le fragment d'ADN 
contenant la cassette d'expression de PR-la-heliomicine est ensuite liee dans pRPA-RD- 
184. On obtient ainsi un vecteur dAgrobacterium tumefaciens contenant la sequence 
10 codant pour la proteine de fusion PR-la-heliomicine qui conduit a l'expression de 
I'heliomicine dans la matrice extracellulaire de la plante. 

Exemple IV - 2 Creation d'une cassette d'expression promoteur CsVMV - peptide 
signal PG1 - heliomicine - terminateur Nos 

pRPA - NP4 : Creation d'un plasmide contenant le peptide signal du gene PG1 de 
15 polygalacturonase de mais (Genbank, accession n° X57627). 

Les deux oligonucleotides synthetiques partiellement complementaires Oligo 13 et 
Oligo 14 ci-apres sont hybrides a 65°C pendant 5 minutes puis par diminution lente de la 
temperature a 30°C pendant 30 minutes. 

Oligo 15: 5' GGTCTAGAAT GGCCTGCACC AACAACGCCA TGAGGGCCCT 
20 CTTCCTCCTC 3' 

Oligo 16: 5' CCGAATTCGG CGCCGTGCAC GATGCAGAAG AGCACGAGGA 
GGAAGAGGGC 3' 

Apres hybridation entre FOligo 13 et 1'OIigo 14, l'ADN reste simple brin sert de 
matrice au fragment Klenow de la polymerase 1 de E. coli (dans les conditions standard 

25 preconisees par le fabricant (New England Biolabs) pour la creation de T oligonucleotide 
double brin a partir de Textremite 3' de chaque oligo. L'oligonucleotide double brin 
obtenu est ensuite digere par les enzymes de restriction Xbal et EcoRI, puis clone dans le 
plasmide pBS II SK(-) (Stratagene) digere par les memes enzymes de restriction. On 
obtient alors un clone contenant la region codant pour les 22 acides amines du peptide 

30 signal du gene PG1. et qui peut etre fusionne au cadre de lecture d'autres proteines au 
niveau du site Sfol (SEQ ID NO 1 5). 

pRPA - NP5 : Creation d'une sequence codant pour 1'heliomicine fusionnee au 
peptide signal du gene PG1 
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La region codant pour 1'heliomicine a ete amplified par PCR a partir du clone 
pRPA - PS - PRla - helio (SEQ ID NO 3) avec l'enzyme thermostable Pfu (Stratagene) 
selon les conditions standard preconisees par le fabriquant. Les oligonucleotides 
synthetiques utilises pour cette amplification sont : 
OHgol7: 5' GATAAGCTTA TCGGTTCCTG CGTG 3' 
OHgol8: 5' GGCTCGAGTC AAGTCTCGCA CCAGCAGTTC AC 3' 

Le produit de PCR a ete digere par l'enzyme de restriction Xhol et clone dans le 
vecteur pRPA - NP4 digere par les enzymes de restriction Sfol et Xhol. Le clone resultant 
comprend done la region codant pour le peptide signal du gene PG1 fusionnee dans le 
meme cadre de lecture avec la sequence codant pour 1'heliomicine (SEQ ID NO 18). 
pRPA - NP6 : Creation d'une cassette d'expression de 1'heliomicine dans un vecteur 
de transformation 

Le vecteur d'expression et de transformation pILTAB 357 est derive du vecteur 
binaire pBinl9. 11 contient le promoteur CsVMV (Verdaguer et al. 1996, Plant Mol. Biol. 
31,1 129-1 139) suivi d'un site multiple de clonage et du terminateur de transcription Nos 
de la nopaline synthase (Figure X+l). La sequence de ce fragment est indique (SEQ ID 
NO 19). 

Le vecteur d'expression de 1'heliomicine a ete obtenu par insertion du fragment de 
restriction Xbal-Kpnl du vecteur pRPA - NP5 contenant la fusion peptide signal PG1 - 
heliomicine dans le vecteur pILTAB 357 digere par ces mimes enzymes. Le clone 
resultant comporte done la cassette d'expression promoteur CsVMV - peptide signal PG1 - 
heliomicine - terminateur Nos (SEQ ID NO 20). 

Exemple IV-3: Preparation de tabacs transformed. 

3.1- Transformation 

Les vecteurs pRPA-RD-241 ou pRPA-NP6 sont introduits dans la souche 
d'Agrobacterium tumefaciens EHA101 ou EHA105 (Hood & coll., 1987) porteuse du 
cosmide pTVK291 (Komari & coll., 1986). La technique de transformation est basee sur la 
procedure de Horsh & coll. (1 985). 

3.2- Regeneration 

La regeneration du tabac PBD6 (provenance SEITA France) a partir d'explants 
foliaires est realisee sur un milieu de base Murashige et Skoog (MS) comprenant 30 g/1 de 
saccharose ainsi que 200 j^g/ml de kanamycine. Les explants foliaires sont preleves sur 
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des plantes cultivees en serre ou in vitro et regenerees selon la technique des disques 
foliaires (Horsh & coll., 1985) en trois etapes successives: la premiere comprend 
l'induction des pousses sur un milieu additionne de 30 g/1 de saccharose contenant 0,05 
mg/1 d'acide naphtylacetique (ANA) et 2 mg/1 de benzylaminopurine (BAP) pendant 15 
5 jours. Les pousses formees au cours de cette etape sont ensuite developpees pendant 10 
jours par culture sur un milieu MS additionne de 30 g/1 de saccharose mais ne contenant 
pas d'hormone. Puis on preleve des pousses developpees et on les cultive sur un milieu 
d'enracinement MS a teneur moitie en sels, vitamines et sucre et ne contenant pas 
d'hormone. Au bout d'environ 15 jours, les pousses enracinees sont passees en terre. 
10 3.3- Analyse de F expression de Fheliomicine dans le tabac transgenique 
a) Production d'anticorps polyclonaux specifiques 

Des anticorps polyclonaux ont ete obtenus par immunisation d'un lapin avec de 
Fheliomicine native selon les procedures habituelles du Centre de Bioexperimentation 
VALBEX (IUT A - Lyon I). Le serum obtenu (15 ml) a alors ete immunopurifie sur 

15 colonne de Sepharose 4B (Pharmacia; ref 17-0430-01) couplee a de Fheliomicine de 
maniere a selectionner specifiquement les immunoglobulines reconnaissant ce peptide. 
Ces anticorps ont ete finalement elues dans 6 ml de glycine (200mM ; pH3), neutralises 
avec 1M Tris pH9,5, dialyses avec 0,5x PBS, et conserves congeles a -20°C jusqu'a 
utilisation. b) Immunodetection de Fheliomicine dans le tabac transgenique 

20 L'analyse de Fexpression de Fheliomicine a ete conduite sur 8 plantes 

transgeniques pour la construction pRPA-NP6, ainsi que sur un controle sauvage. Des 
feuilles bien developpees de tabac en serre ont ete broyees finement a la temperature de 
Fazote Hquide, et les proteines extraites pendant Ih a 4°C dans le tampon Tris-HCl 
50mM , PVP25 1%, 0,05% TritonXlOO, pH7,5 a raison de 4ml de tampon par gramme de 

25 poids frais. Apres centrifugation, la concentration en proteines du surnageant a ete 
determinee par la methode de Bradford. 

Cinq microgrammes de proteines de chacun des 9 extraits ont ete deposees sur 
membrane de nitrocellulose sous un format « slot-blot », ainsi qu'une quantite de 50 ng 
d'heliomicine pure qui sert de controle positif La membrane a ete incubee pendant lh 

30 dans un tampon de bloquage a 1% (Boehringer ; ref 1 921 673) dans du TBS, puis incubee 
sur la nuit a 4°C avec les anticorps immunopurifies diriges contre Fheliomicine dilues au 
1/2000 dans le tampon TBS avec 0,05% Tween20. Apres lavage (TBS, 0,1 Tween20 et 
0,5% de tampon de bloquage), la membrane a ete incubee pendant lh a temperature 
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ambiante (TBS avec 0,5% tampon de bloquage) avec un anticorps de chevre (dilue au 
1/50000) dirige specifiquement contre les immunoglobulines de lapin et couple a la 
phosphatase alcaline (SIGMA A-3687). Apres lavage (TBS, 0,1% Tween20), la detection 
se fait en ajoutant un substrat de la phosphatase (BioRad ; ref 170-5012), et la revelation 
est obtenue par radiographic du produit luminescent sur film Amersham (ECL). 

Le resultat de cette experience montre que 4 plantes de tabac transgenique 
expriment fortement l'heliomicine. Le signal dans les autres plantes transgeniques est 
faible ou non significatif par rapport au temoin sauvage. Le signal observe pour la 
meilleure plante est du niveau du controle positif (50 ng d'heliomicine), ce qui indique 
que dans cette plante Fheliomicine represente ponderalement environ 1% des proteines 
totales. 



Exemple V-l : concentres emulsionnables 

Exemple CE 1 : 

- matiere active 400 g/1 

- dodecylbenzene sulfonate alcalin 24 g/1 

- nonylphenol oxyethyle a 10 molecules 

d'oxyde d'ethylene 16 g/1 

- cyclohexanone 200 g/1 

- solvant aromatique q.s.p.l litre 

Exemple CE 2 

- matiere active 250 g 

- huile vegetale epoxydee 25 g 

- melange de sulfonate d'alcoylaryle et 

d'ether de polyglycol et d'alcools gras 1 00 g 

- diAndhylformamide 50 g 

- xylene 575 g 

Exemple V-2 : suspension concentree 

Exemple SC 1 : 

- matiere active 500 g 

- phosphate de tristyrylphenol polyethoxyle 50 g 

- alkylphenol polyethoxyle 50 g 

- polycarboxylate de sodium 20 g 

- ethylene glycol 50 g 

- huile organopolysiloxanique (antimousse) 1 g 

- polysaccharide 1 ,5 g 
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-eau 316,5 g 
Exemple V-3 : poudres mouillables (ou poudres a pulveriser) : 

Exemple PM 1 

- matiere active 50% 
5 - alcool gras ethoxyle (agent mouillant) 2,5% 

- phenylethylphenol ethoxyle (agent dispersant) 5% 

- craie (support inerte) 42,5% 

Exemple PM 2 : 

10 - matiere active 10% 

- alcool synthetique oxo de type ramifie, en 
C 1 3 ethoxyle par 8 a 1 0 oxyde d'ethylene 

(agent mouillant) 0,75% 

- lignosulfonate de calcium neutre (agent 

15 dispersant) 12% 

- carbonate de calcium (charge inerte) <1- S -P- 100 % 

Exemple PM 3 : 

- matiere active 75% 
20 - agent mouillant 1 ,50% 

- agent dispersant 8% 

- carbonate de calcium (charge inerte) q.s.p. 100% 

Exemple PM 4 : 

25 - matiere active 90% 

- alcool gras ethoxyle (agent mouillant) 4% 

- phenylethylphenol ethoxyle (agent dispersant) 6% 

Exemple PM 5 : 

30 - matiere active 50% 

- melange de tensio-actifs anioniques et 

non ioniques (agent mouillant) 2,5% 

- lignosulfonate de sodium (agent dispersant) 5% 

- argile kaolinique (support inerte) 42,5% 
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Exemple V-4 : granules dispersibles 

Exemple GDI 

Dans un melangeur, on melange 90 % en poids de matiere active et 10 % d'uree 
en perles. Le melange est ensuite broye dans un broyeur a broches. On obtient une 
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poudre que Ton humidifie avec environ 8 % en poids d'eau. La poudre humide est 
extrudee dans une extrudeuse a rouleau perfore. On obtient un granule qui est seche, 
puis concasse et tamise, de fa9on a ne garder respectivement que les granules d'une 
dimension comprise entre 150 et 2000 microns. 
Exemple GD2 

Dans un melangeur, on melange les constituants suivants : 

- matiere active 75% 

- agent mouillant (alkylnaphtalene sulfonate de sodium) 2% 

- agent dispersant (polynaphtalene sulfonate de sodium) 8% 

- charge inerte insoluble dans Teau (kaolin) 1 5% 

Ce melange est granule en lit fluide, en presence d'eau, puis seche, concasse et 
tamise de maniere a obtenir des granules de dimension comprise entre 0,15 et 0,80 mm. 

Exemple V-5 : compositions pharmaceutiques 

Exemple A: comprimes 

On prepare, selon la technique habituelle, des comprimes doses a 50 mg de 
peptide actif ayant la composition suivante: 



Exemple B: solution injectable 

On prepare une solution injectable contenant 20 mg de peptide actif ayant 
la composition suivante: 



Exemple VL Stabilite de 1'activite de Pheliomicine 

La stabilite d'un peptide antimicrobien vis a vis de proteases de plantes est un 
facteur essentiel pour l'obtention d'un bon niveau d'expression et done de resistance a des 
phytopathogenes dans des plantes transgeniques. Cette stabilite est par exemple un point 
critique pour un peptide antimicrobien d'insecte tel que la cecropine B (Owens et Heutte, 
1997, MPMI vol 10, n°4, pp 525-528). Nous avons examine la stabilite de Fheliomicine et 
de son activite sur un phytopathogene test (Botrytis cinerea) apres incubation avec des 
extraits bruts de 8 plantes cultivees majeures (mais, ble, orge, colza, soja, tournesol, 
tomate et tabac). 



- peptide heliomicine Ml 

- amidon 

- lactose 

- stearate de magnesium 



50 mg 
60 mg 
50 mg 
2 mg 



- peptide heliomicine M 2 

- eau distillee 



22,4 mg 
q.s.p. 2 cm^ 
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Les feuilles de ces 8 especes ont ete broyees a basse temperature (azote liquide) 
dans un mortier, puis la poudre a ete resuspendue dans le meme volume d'eau. Apres 
centrifugation (lOOOOg pendant 30 minutes), le surnageant a ete recupere, et la 
concentration en proteine determinee. Cette concentration a ete ajustee pour les 8 extraits a 
5 lmg/ml par dilution avec de Feau, puis ces extraits ont ete filtres sterilement (0,2 
microns). Cent microlitres de chaque extrait (ainsi que un controle avec seulement de 
1'eau) a alors ete ajoute a 50 microlitres d'une solution d'heliomicine (contenant 15 
microgrammes, ainsi qu'un controle sans peptide) dans de 1'eau. Ces melanges ont ete 
incubes a 30°C , un aliquot de 20 microlitres preleve apres Oh, lh, 2h, 4h et 20h, 

10 immediatement congele jusqu'au test. 

Le test d'activite antifongique a ete realise a 25°C en microplaques en ajoutant 
chaque aliquot a 80 microlitres d'une suspension fraiche de spores de Botrytis cinerea 
(10000 spores/ml dans une solution de Potato Dextrose Broth (Difco, 12g/l). La lecture 
visuelle des resultats apres 12h et 24h montre qu'il n'y a aucune perte significative 

15 d'activite antifongique de Fheliomicine, meme pour l'echantillon incube pendant 20h a 
30°C, liee a F exposition a un extrait brut de mais, ble, orge, colza, soja, tournesol, tomate 
ou tabac. Ce resultat indique une tres forte stabilite de Theliomicine vis-a-vis de proteases 
de plantes, et que l'activite antifongique testee sur Botrytis cinerea n'est pas affectee par la 
presence d' extraits bruts vegetaux. 

20 

Exemple VII : Realisation de differents mutants heliomicine: simples, doubles, triples 
et quadruples mutants. 

Les mutants ci-apres sont prepares selon la methode decrite en exemple II en 
rempla?ant certains des oligonucleotides 1 a 6 par d'autres oligonucleotides choisis pour 
25 introduire les mutations. 

- heliomicine R48: remplacement de Tacide amine Glu48 de la sequence ID NO: 1 
par un acide amine basique, en particulier une arginine (Arg48). Par analogie avec la 
sequence codant pour Fheliomicine de la sequence : SEQ ID NO:l, le codon GAA codant 
pour Glu est remplacee par le codon AGA codant pour Arg. Les oligonucleotides 19 et 20 
30 sont utilises en remplacement des oligonucleotides 5 et 6 de Fexemple II. 

Oligo 19: 5' GATCCTTCGC TAACGTTAAC TGTTGGTGTA GAACCTGATA GG 

3' 

Oligo 20: 5' TCGACCTATC AGGTTCTACA CCAACAGTTA ACGTTAGCGA AG 
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- heliomicine L28L29: remplacement de deux acides amines basiques Lys et Arg 
en position 28 et 29 de la sequence ID NO: 1 par deux acides amines hydrophobes, en 
particulier deux acides amines leucines (Leu28 et 29). Par analogie avec la sequence 
codant pour 1'heliomicine de la sequence : SEQ ID NO:l, la partie AAG-CGC codant le 
reste peptidique Lys-Arg est remplacee par la sequence TTG-TTG codant pour le reste 
peptidique Leu-Leu. Les oligonucleotides 21 et 22 sont utilises en remplacement des 
oligonucleotides 3 et 4 de l'exemple II. 

OHgo21: 5' CTAGTGACTG CAACGGCGAG TGCTTGTTGC GC 3' 
01igo22: 5' GCAACAAGCA CTCGCCGTTG CAGTCA 3' 

- heliomicine L28L29R48: remplacement des deux acides amines basiques Lys et 
Arg en position 28 et 29 de la sequence ID NO: 1 par deux residus acides amines leucines 
et remplacement de l'acide amine Glu48 de la sequence ID NO: 1 par l'acide amine 
arginine (Arg48). Les oligonucleotides 19 a 22 sont employes en remplacement des 
oligonucleotides 3 a 6 selon l'exemple II. 

- heliomicine A24A25: remplacement des deux acides amines Asn24 et Gly25 de 
la sequence ID NO: 1 deux acides amines alanine (AIa24 et Ala25). Par analogie avec la 
sequence codant pour 1'heliomicine de la sequence ID NO:l, la partie AAC-GGC codant 
le reste peptidique Asn-Gly est remplacee par la sequence GCT-GCT codant pour Ala-Ala. 
Les oligonucleotides 23 et 24 sont utilises en remplacement des oligonucleotides 3 et 4 de 
l'exemple II. 

OHgo23: 5' CTAGTGACTG CGCTGCTGAG TGCAAGCGGC GC 3' 
01igo24: 5' GCCGCTTGCA CTCAGCAGCG CAGTCA 3' 

- heliomicine A6A7A8A9: remplacement des acides amines Asp6-Lys7-Leu8-Ile9 
de la sequence ID NO: 1 par 4 acides amines alanine (Ala). Par analogie avec la sequence 
codant pour 1'heliomicine de la sequence ID NO.l, la partie GAC-AAG-TTG-ATT codant 
le reste peptidique Asp-Lys-Leu-Ile est remplacee par la sequence GCT-GCT-GCT-GCT 
codant pour le reste peptidique Ala-Ala-Ala-Ala. Les oligonucleotides 25 et 26 sont 
utilises en remplacement de l'oligonucleotide 1 de l'exemple II et les oligonucleotides 27 
et 28 en remplacement de l'oligonucleotide 2.. 

OHgo25: 5' AGCTTGGATA AAAGAGCTGC TGCTGCTGGT AGCTGTGTTT 3' 

01igo26: 5' GGGGCGCCG TCAACTACA 3' 

Oligo 27: 5 ' CTAGTGTAGT TGACGGCGCC CC 3 * 
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01igo28: 5' AAACACAGCT ACCAGCAGCA GCAGCTCTTT TATCCA 3' 

- heliomicine A24A25L28L29: Deux oligonucleotides (sens et antisens) ont ete 
necessaires pour palier a 1' absence d'un site de restriction entre la sequence codant pour le 



5 le reste peptidique constitue des deux acides amines Lys28-Arg29 de Fheliomicine de la 
sequence ID NO: 1. Les deux sequences oligonucleotidiques 29 et 30 remplacent 
respectivement les deux sequences oligonucleotidiques 3 et 4 de l'exemple II. 
OHgo29: 5 ' CTAGTGACTG CGCTGCTGAG TGCTTGTTGC GC 3' 
Oligo30: 5' GCAACAAGCA CTCAGCAGCG CAGTCA 3' 

10 Production d'heliomicine mutee a Pechelle semi-preparative. 

Les differents mutants d' heliomicine sont prepares et purifies de la fa?on suivante. 
Un des clones de levure transformee exprimant Fheliomicine mutee a ete cultive a 29°C 
pendant 48 h dans 50 ml de milieu selectif. Cette preculture a ensuite ete utilisee pour 
inoculer 2 1 de milieu selectif et la culture a ete realisee pendant 48 h a 29 °C. Les levures 

15 ont ete eliminees par centrifugation (4000 g, 30 min, 4°C). Le surnageant a ete acidifie 
jusqu'a pH 3,5 avec de l'acide acetique, soumis a une deuxieme centrifugation (4000 g, 30 
min, 4°C) avant une premiere etape d' extraction en phase solide. 

- premiere etape d' extraction en phase solide sur un gel de phase inverse : le 
surnageant acidifie est depose sur une cartouche Sep-Pak Vac 35cc de phase inverse CI 8 

20 (Waters Associates, 10 g de phase) equilibree avec de Peau acidifiee (TFA 0,05 %). Les 
molecules hydrophiles ont ete eliminees par un lavage avec de Feau acidifiee suivie d'un 
lavage avec une solution d'acetonitrile a 15% preparee dans le TFA 0,05%. L'elution du 
peptide a ete realisee par une solution d'acetonitrile a 60% preparee dans le TFA 0,05%. 
La fraction eluee a 60% d'acetonitrile a ete lyophilisee puis reconstitute dans de l'eau 

25 ultrapure sterile avant d'etre soumise a la premiere etape de purification. 

- deuxieme etape d' extraction en phase solide sur un gel echangeur de cations : la 
fraction 60% prepurifiee contenant Fheliomicine mutee a ete reconstitute dans une 
solution d' acetate d' ammonium a 25 mM, pH 3,4. Cet echantillon a ete deposee sur une 
cartouche Sep-Pak Vac 35cc CM echangeuse de cations (Waters Associates, 10 g de 

30 phase) equilibree avec de Facetate d'ammonium a 25 mM, pH 3,4. L'heliomicine mutee 
est eluee en utilisant une solution alMde chlorure de sodium (NaCl) preparee dans 
Facetate d'ammonium a 25 mM, pH 3,4. La fraction 1 M NaCl contenant Fheliomicine 
mutee est recueillie, assechee sous vide, reconstitute avec 20 ml d'eau ultrapure acidifiee 



reste peptidique constitue des deux acides amines Asn24-Gly25 et la sequence codant pour 
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(TFA 1%). L'heliomicine mutee est alors purifiee par HPLC de phase inverse. 

- derniere etape de purification par HPLC : l'heliomicine mutee a ete purifiee 
jusqu'a homogeneite par chromatographie sur une colonne de phase inverse preparative 
Aquapo re RP-300 C8 (Brownlee™, 220 x 10 mm, 300 A), en utilisam un gradient 

lineaire diphasique d'acetonitrile de 2% a 23% en 10 min et de 23% a 33% en 80 min dans 
le TFA 0,05% au debit constant de 2,5 ml/min. La fraction recueillie est assechee sous 
vide, reconstitute avec de l'eau ultrapure et analysee par spectrometrie de masse MALDI 
pour en verifier la purete et l'identite. Les differentes heliomicines mutees ont ete 
analysees pour leur activite antifongique dans les conditions decrites pour l'heliomicine de 
reference contre les souches suivantes : Neurospora crassa, Fusarium culmorum et Nectria 
haematococca. L'activite des mutants d'heliomicine a egalement ete evaluee contre des 
bacteries. Les conditions experimentales utilisees sont decrites ci-dessous. 

Test d'activite in vitro : mesure de l'activite antibacterienne et antifongique 
par microspectrophotometrie. 

Cette methodologie a ete utilisee pour la determination du spectre d'activite du 
peptide et de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a laquelle le peptide mute est 
actif. La CMI a ete exprimee comme un intervalle de concentration [a] - [b] ou [a] a ete la 
concentration minimale ou l'on observe un debut de croissance et [b] la concentration pour 
laquelle aucune croissance n'a ete observee. Des exemples de l'activite specifique de 
l'heliomicine mutee, vis-a-vis des bacteries et champignons filamenteux sont donnes dans 
le tableau 3. 

L'activite antibacterienne a ete detectee par un test d'inhibition de croissance en 
milieu liquide. Les bacteries a tester ont ete mises en suspension dans un milieu nutritif de 
type " Poor Broth ". De preference, on utilise une solution de bactotryptone a 1% 
additionnee de NaCl a 1% en poids/volume preparee dans de l'eau demineralisee. On 
depose 10 yl de chaque fraction a analyser dans des plaques de microtitration en presence 
de 90 ul de milieu de culture contenant les bacteries (a une concentration finale 
equivalente a lmDO a 600 nm). L' incubation a ete realiser a 25°C durant 12 a 24 heures. 
La croissance bacterienne a ete mesuree en suivant l'absorbance a 600 nm a 1'aide d'un 
spectrophotometre lecteur de plaque de microtitration. 

- bacteries testees : Bacillus megaterium (collection de Institut Pasteur), 
Micrococcus luteus (collection de l'lnstitut Pasteur), Staphylococcus aureus (H. Monteil, 
Institut de bacteriologie, Strasbourg), Aerococcus viridans (H. Monteil, Institut de 
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bacteriologie, Strasbourg), et Escherichia coli D22 (P. L. Boquet, Centre d'Etudes 
Nucleaires, Saclay). 

Tableau 3 : activite de certaines heliomicines mutees contre les champignons 

filamenteux et les bacteries 

5 Micro-organismes CMI des mutants d'heliomicine (\xM) 





L28L29 


R48 


L28L29R48 


A6A7A8A9 


Helio 


Champignons 












Neurospora crassa 


0,8-1,6 


0,4-0,8 


0,8-1,6 


1,6-3,1 


0,1-0,2 


Fusarium culmorum 


3,1-6,2 


0,4-0,8 


0,8-1,6 


3,1-6,2 


0,2-0,4 


Nectria haematococca 


3,1-6,2 


0,4-0,8 


0,8-1,6 


ND 


0,4-0,8 


Bacteries 












Bacillus megaterium 


50-100 


ND 


ND 


6,2-12,5 


ND 


Micrococcus luteus 


12,5-25 


25-50 


ND 


ND 


ND 


Staphylococcus aureus 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


Aerococcus viridans 


ND 


ND 


ND 


12,5-25 


ND 


Escherichia coli D22 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 



ND: pas d'activite detectee. 



Exemple VIII : Etude de toxicitc aigue 

20 Des groupes de 4 souris femelles ont ete traitees par injection intraveineuse de 

solutions d'heliomicine (SEQ ID NO 2) en solution saline a des doses de 1 et 10 mg/kg. 
Des solutions correspondantes d'aprotinine comme controle negatif (pas d'effets pour les 
deux doses) et de mellitine comme controle positif (100% de mortalite a 5 jours a 10 mg, 
effets significatifs a 5 jours a lmg). Aucune toxicite n'a ete mise en evidence pour les 

25 solutions d'heliomicine aux deux doses injectees. 
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REVINDICATIONS 



1 . Peptide comprenant essentiellement la sequence peptidique de formule (I), 
Xaa-Cys-Xab-Cys-Xac-Cys-Xad-Cys-Xae-Cys-Xaf-Cys-Xag 

(I) 

dans laquelle: 

Xaa est -NH2 ou un reste peptidique comprenant de 1 a 10 acides amines, de 
preference de 1 a 6 acides amines, 

Xab est un reste peptidique comprenant de 1 a 10 acides amine, de preference 10, 
Xac est un reste peptidique comprenant de 3 acides amines, 
Xad est un reste peptidique comprenant de 1 a 9 acides amines, de preference 9, 
Xae est un reste peptidique comprenant de 1 a 7 acides amines, de preference 7, 
Xaf est un reste peptidique de 1 acide amine, et 

Xag est -OH ou un reste peptidique comprenant de 1 a 5 acides amines, de 
preference 1 ou 2 acides amines. 

2. Peptide selon la revendication 1, caracterise en ce que 
Xaa comprend au moins un acide amine basique, et/ou 

Xad comprend au moins un acide amine basique. 

3. Peptide selon la revendication 2, caracterise en ce que Xad comprend 1, 2, 
3 ou 4 acides amines basiques. 

4. Peptide selon Tune des revendications 2 ou 3, caracterise en ce que les 
acides amines basiques sont choisis parmi la lysine, l'arginine ou rhomoarginine. 

5. Peptide selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce que 

Xad represente la sequence peptidique suivante -Lys-Xad'-Xad"-Gly-His-, dans laquelle 
Xad' represente un reste peptidique de 1 acide amine basique et Xad" represente un reste 
peptidique comprenant de 0 a 5 acides amines, de preference 5. 

6. Peptide selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que Xad 
represente la sequence peptidique suivante -Lys-Arg-Arg-Gly-Tyr-Lys-Gly-Gly-His-. 

7. Peptide selon l'une des revendications 1 a 6, caracterise en ce que Xac 
comprend au moins un acide amine acide, de preference 1 . 

8. Peptide selon l'une des revendications 1 a 7, caracterise en ce que 

Xac represente la sequence peptidique suivante -Asn-Xac'-Xac"-, dans laquelle Xac' 
represente un reste peptidique de 1 acide amine, et Xac" represente un reste peptidique de 



WO 99/53053 




1 acide amine acide. 

9. Peptide selon Tune des revendications 7 ou 8,caracterise en ce que les 
acides amines acides sont choisis parmi Tacide glutamique (Glu) ou Tacide aspartique 
(Asp). 

5 10. Peptide selon Tune des revendications 1 a 10, caracterise en ce que Xac 

represente la sequence peptidique suivante -Asn-Gly-Glu-. 

1 1. Peptide selon Tune des revendications 1 a 10, caracterise en ce que 
Xaa represente la sequence peptidique suivante Xaa'-Gly-Xaa"- dans laquelle Xaa' 
represente NH2 ou un reste peptidique comprenant 1 a 9 acides amines, de preference 1 a 

10 5 acides amines, et Xaa" represente un reste peptidique comprenant au moins un acide 
amine, choisi de preference parmi Leu, He, Val, Pro, Ser ou Thr, et/ou 
Xab represente la sequence peptidique suivante -Val-Xab'-Asp-, dans laquelle Xab' 
represente un reste peptidique comprenant de 0 a 8 acides amines, de preference 8, et/ou 
Xae represente la sequence peptidique suivante -Gly-Xae'-Asn-, dans laquelle Xae' 

15 represente un reste peptidique comprenant de 0 a 5 acides amines, de preference 5, et/ou 
Xaf represente Tun des acides amines suivants Trp, Phe, Leu, He ou Val, et/ou 
Xag represente la sequence peptidique suivante -Glu-Xag' dans laquelle Xag' represente 
OH ou un reste variable de sequence comprenant de 1 a 4 acides amines, de preference 1 
acide amine. 

20 12. Peptide selon Tune des revendications 1 a 1 1, caracterise en ce que 

Xaa represente la sequence peptidique suivante NH2-Asp-Lys-Leu-Ile-Gly-Ser-, et/ou 
Xab represente la sequence peptidique suivante -Val-Trp-Gly-Ala-Val-Asn-Tyr-Thr-Ser- 
Asp-, et/ou 

Xae represente la sequence peptidique suivante -Gly-Ser-Phe-Ala-Asn-Val-Asn-, et/ou 
25 Xaf represente l'acide amine suivant -Trp-, et/ou 

Xag represente la sequence peptidique suivante -Glu-Thr-OH. 

13. Peptide selon Tune des revendications 1 a 12, caracterise en ce qu'il est 
represente par I'identificateur de n° 2 (SEQ ID NO 2). 

14. Peptide selon l'une des revendications 1 a 13, caracterise en ce qu'il 
30 comprend a Tune ou l'autre de leurs extremites, ou les deux, des residus peptidiques 

necessaires a son expression et ciblage dans un organisme hote. 

15. Peptide selon Tune des revendications 1 a 14, caracterise en ce que les 
residus cysteines du peptide de formule (I) forment au moins un pont disulfure 
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intramoleculaire. 

16. Peptide selon la revendication 15, caracterise en ce qu'il comprend 3 ponts 
disulfides etablis entre les residus cysteine 1 et 4, 2 et 5 et 3 et 6. 

17. Peptide de fusion « peptide-heliomicine », caracterise en ce que 
5 Pheliomicine est un peptide defini selon Tune des revendications 1 a 16. 

18. Peptide de fusion selon la revendication 17, caracterise en ce que le peptide 
fusionne a l'heliomicine est un peptide signal ou un peptide de transit. 

19. Peptide de fusion selon la revendication 18, caracterise en ce que le peptide 
de transit est le peptide signal du gene PR- la du tabac ou le precurseur du facteur Mat 

10 alpha 1 ou le peptide signal du gene PG1 de polygalacturonase de mais. 

20. Peptide de fusion selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il est 
represents par l'identificateur de sequence n° 1 (SEQ ID NO 1), par l'identificateur de 
sequence n° 3 (SEQ ID No 3), ou par l'identificateur de sequence n° 18 (SEQ ID NO 18). 

21. A titre de medicament, le peptide selon Tune des revendications 1 a 20. 

15 22. Composition caracterisee en ce qu'elle comprend le peptide selon Tune des 

revendications 1 a 20 et un vehicule approprie. 

23. Fragment d'acide nucleique, caracterise en ce qu'il comprend une sequence 
d'acide nucleique codant pour un peptide selon Tune des revendications 1 a 20. 

24. Fragment d'acide nucleique selon la revendication 23, caracterise en ce 
20 qu'il s'agit d'une sequence nucleotidique de type ADN. 

25. Fragment d'acide nucleique selon la revendication 24, caracterise en ce que 
la sequence nucleotidique de type ADN comprend la sequence d'ADN decrite par les 
bases 16 a 147 de l'identificateur de sequence n° 1 (SEQ ID NO 1), par l'identificateur de 
sequence n° 2 (SEQ ID NO 2), par les bases 3 a 224 de l'identificateur se sequence n° 3 

25 (SEQ ID NO 3), ou par les bases 7 a 205 de l'identificateur de sequence n° 18 (SEQ ID 
NO 1 8), une sequence homologue ou une sequence complementaire de ladite sequence. 

26. Gene chimere comprenant une sequence codante ainsi que des elements de 
regulation en position 5' et 3' heterologues pouvant fonctionner dans un organisme hote, en 
particulier les plantes, caracterise en ce que la sequence codante comprend au moins un 

30 fragment d'ADN tel que defini dans les revendications 23 a 25. 

27. Gene chimere selon la revendication 26, caracterise en ce que Forganisme 
hote est un microorganisme. 

28. Gene chimere selon la revendication 26, caracterise en ce que Forganisme 
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hote est choisi parmi les cellules vegetales et les plantes. 

29. Vecteur de clonage ou d'expression pour la transformation d'un organisme 
hote caracterise en ce qu'il comprend au moins une origine de replication et au moins un 
gene chimere tel que defini dans les revendications 26 a 28. 

30. Organismes notes transformes, caracterises en ce qu'ils contiennent un 
fragment d'acide nucleique selon les revendications 23 a 25, ou un gene chimere selon les 
revendications 26 a 28. 

3 1 . Organisme hote transforme selon la revendication 30, caracterise en ce qu'il 
s'agit de micro organismes, de cellules vegetales ou de plantes. 

32. Organisme hote transforme selon la revendication 30, caracterise en ce qu'il 
s'agit d'une plante contenant des cellules transformees. 

33. Organisme hote selon la revendication 32, caracterise en ce que la plante est 
regeneree a partir des cellules transformees. 

34. Organisme hote transforme selon la revendication 30, caracterise en ce que 
le microorganisme est choisi parmi les bacteries, en particulier E. coli, les levures, en 
particulier des genres Saccharomyces ou Kluyveromyces, Pichia, les champignons, en 
particulier Aspergillus, ou les bacilovirus, 

35. Cellule vegetale transformee, caracterisee en ce qu'elle contient un 
fragment d'acide nucleique selon les revendications 23 a 25 ou un gene chimere selon les 
revendications 26 a 28. 

36. Plante transformee, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une 
cellule vegetale transformee selon la revendication 35. 

37. Plante transformee selon la revendication 36, caracterisee en ce qu'elle est 
resistante aux maladies causees par Cercospora, en particulier Cercospora beticola, 
Cladosporium en particulier Cladosporium herbarum, Fusarium, en particulier Fusarium 
culmorum ou Fusarium graminearum, ou par Phytophthora, en particulier Phytophtora 
cinnamomi. 

38. Plante transformee, caracterisee en ce qu'elle est issue de la culture et/ou du 
croisement des plantes selon l'une des revendications 36 ou 37. 

39. Graines de plantes transformees selon l'une des revendications 36 a 38. 

40. Procede de transformation des organismes hotes, en particulier des cellules 
vegetales ou des plantes, caracterise en ce que 1'on insere dans ledit organisme hote au 
moins un fragment d'acide nucleique selon les revendications 23 a 25 ou un gene chimere 
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selon Tune des revendication 26 a 28. 

41. Procede selon la revendication 40, caracterise en ce que l'organisme hote 
est une cellule vegetale ou une plante. 

42. Procede selon la revendication 41, caracterise en ce que Ton regenere une 
5 plante a partir de la cellule vegetale ou de la plante transformee. 

43 Procede de culture des plantes transformees selon Tune des revendications 
36 a 38, caracterise en ce qu'il consiste a planter les graines des dites plantes transformees 
dans une surface d'un champ approprie pour la culture des dites plantes, a appliquer sur la 
dite surface du dit champ une composition agrochimique, sans affecter de maniere 
1 0 substantielle les dites graines ou les dites plantes transformees, puis a recolter les plantes 
cultivees lorsqu'elles arrivent a la maturite souhaitee et eventuellement a separer les 
graines des plantes recoltees. 

44. Procede de culture selon la revendication 33, caracterise en ce que la 
composition agrochimique comprend au moins un produit actif ayant au moins une 

1 5 activite fongicide et/ou bactericide. 

45. Procede de culture selon la revendication 44, caracterise en ce que le 
produit actif presente une activite complementaire de celle du peptide selon Tune des 
revendications 1 a 20. 

46. Procede de preparation d'heliomicine definie selon Tune des revendications 
20 1 a 20, caracterise en ce qu'il comprend comprenant les etapes de culture d'un organisme 

transforme selon Tune des revendications 30 a 34 dans un milieu de culture approprie, 
puis Textraction et la purification totale ou partielle de Theliomicine obtenue. 
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(57) Abstract 



The invention discloses an 
antibacterial and antifungic peptide 
having the formula (I). 

(57) Abrege* 



Peptide antibact6rien et anti- 
fongique de la formule (I), utilisable comme antibacttfrien et antifongique. 



Arg Ser Val Cvs Arg Gin Ue Lys He Cys Arg . 



Tyr Pro Arg Asn Thr Cys Lys Tyr Tyr Cys Gly Gly 
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GGATAAAAGAGACAAGTTGATTGGCAGCTGTGTTTGGGGCGCCGT 
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ACCTATTTTCTCTGTTCAACTAACCGTCGACACAAACCCCGCGGCA 0 

olfgomicleotkte 2 

SLDKRDKLIGSCVWGAV 

oligonucleotide 3 — 
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GTGOCCATTGTGGATCCTTCGCTAACGTTAACTCTTGGTGTGAAACCTGA 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENE RALE S : 



(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE - POULENC AGROCHIMIE 

(B) RUE: 14-20 Rue Pierre BAI2ET 

(C) VILLE: LYON 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 6 90 09 



(ii) TITRE DE L 1 INVENTION: Gene codant pour 1 ' heliomicine , proteine 
obtenue, vecteur le contenant, organismes transformes obtenus et procede de 
preparation 



(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 3 8 



(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D 1 EXPLOITATION : PC-DOS /MS -DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 1: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 14 7 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 



( ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE : CDS 

(B) EMPLACEMENT : 1 . . 147 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



AGC TTG GAT AAA AGA GAC AAG TTG ATT GGC AGC TGT GTT TGG GGC GCC 48 
Ser Leu Asp Lys Arg Asp Lys Leu lie Gly Ser Cys Val Trp Gly Ala 
15 10 15 



GTC AAC TAC ACT AGT GAC TGC AAC GGC GAG TGC AAG CGC CGC GGT TAC 96 
Val Asn Tyr Thr Ser Asp Cys Asn Gly Glu Cys Lys Arg Arg Gly Tyr 
20 25 30 



AAG GGT GGC CAT TGT GGA TCC TTC GCT AAC GTT AAC TGT TGG TGT GAA 144 
Lys Gly Gly His Cys Gly Ser Phe Ala Asn Val Asn Cys Trp Cys Glu 
35 40 45 



ACC 14 7 

Thr 
49 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 2: 
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(i) C ARACTER I S T I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 9 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



o 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

( ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : 1 . . 132 

(XX) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

GAT AAG CTT ATC GGT TCC TGC GTG TGG GGT GCT GTG AAC TAC ACT TCC 
Asp Lys Leu He Gly Ser Cys Val Trp Gly Ala Val Asn Tyr Thr Ser 
! 5 1° 15 

GAT TGC AAC GGT GAG TGC AAG AGG AGG GGT TAC AAG GGT GGT CAC TGC 
Asp Cys Asn Gly Glu Cys Lys Arg Arg Gly Tyr Lys Gly Gly His Cys 
20 25 30 

GGT TCC TTC GCT AAC GTG AAC TGC TGG TGC GAG ACT TGAGAGCTCG 
Gly Ser Phe Ala Asn Val Asn Cys Trp Cys Glu Thr 
35 40 

GCGAGGCGAA CGTGTCGACG GATCCGG 



48 



96 



142 



169 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 261 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

( ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : 3 . .224 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

CC ATG GGT TTC GTG CTT TTC TCT CAG CTT CCA TCT TTC CTT CTT GTG 
Met Gly Phe Val Leu Phe Ser Gin Leu Pro Ser Phe Leu Leu Val 
! 5 1° 15 

TCT ACT CTT CTT CTT TTC CTT GTG ATC TCT CAC TCT TGC CGT GCC GAT 
Ser Thr Leu Leu Leu Phe Leu Val He Ser His Ser Cys Arg Ala Asp 
20 25 30 

AAG CTT ATC GGT TCC TGC GTG TGG GGT GCT GTG AAC TAC ACT TCC GAT 
Lys Leu He Gly Ser Cys Val Trp Gly Ala Val Asn Tyr Thr Ser Asp 
35 40 45 
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95 



143 
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TGC AAC GGT GAG TGC AAG AGG AGG GGT TAC AAG GGT GGT CAC TGC GGT 191 
Cys Asn Gly Glu Cys Lys Arg Arg Gly Tyr Lys Gly Gly His Cys Gly 
50 55 60 

TCC TTC GCT AAC GTG AAC TGC TGG TGC GAG ACT TGAGAGCTCG GCGAGGCGAA 244 
Ser Phe Ala Asn Val Asn Cys Trp Cys Glu Thr 
65 70 

CGTGTCGACG GATCCGG 261 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 4: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 12 0 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

{ B ) EMPLACEMENT : 12 . . 1 0 1 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 4: 



GCGTCGACGC G ATG GGT TTC GTG CTT TTC TCT CAG CTT CCA TCT TTC CTT 50 
Met Gly Phe Val Leu "Phe Ser Gin Leu Pro Ser Phe Leu 
15 10 



CTT GTG TCT ACT CTT CTT CTT TTC CTT GTG ATC TCT CAC TCT TGC CGT 98 
Leu Val Ser Thr Leu Leu Leu Phe Leu Val lie Ser His Ser Cys Arg 
15 20 25 



GCT GGAGACG CGA ATTCACACA 12 9 

Ala 
30 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 7 5 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique ^7" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 5: 

GCGTCGACGC GATGGGTTTC GTGCTTTTCT CTCAGCTTCC ATCTTTCCTT CTTGTGTCTA 6 0 



CTCTTCTTCT TTTCC 



75 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 72 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 8" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

TCGCCGGCAC GGCAAGAGTA AGAGATCACA AGGAAAAGAA GAAGAGTAGA CACAAGAAGG 6 0 

AAAGATGGAA GC 72 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 8 0 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleeotide synthetique 9" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 7: 

GATAAGCTTA TCGGTTCCTG CGTGTGGGGT GCTGTGAACT ACACTTCCGA TTGCAACGGT 6 0 

GAGTGCAAGA GGAGGGGTTA 80 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 109 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 10" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 8: 

CCGGATCCGT CGACACGTTC GCCTCGCCGA GCTCTCAAGT CTCGCACCAG CAGTTCACGIT 

TAGCGAAGGA ACCGCAGTGA CCACCCTTGT AACCCCTCCT CTTGCACTC 



60 
109 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 8 5 paires de bases 



1 — i u — i — i u — wmi 

h 






5 



WO 99/53053 



PCT/FR99/00843 



(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
CD) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 11" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 9: 

AGGGCCCCCT AGGGTTTAAA CGGCCAGTCA GGCCGAATTC GAGCTCGGTA CCCGGGGATC 60 
CTCTAGAGTC GACCTGCAGG CATGC 85 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 6 6 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 12" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 10: 

CCCTGAACCA GGCTCGAGGG CGCGCCTTAA TTAAAAGCTT G CATGC CTGC AGGTCGACTC 60 

TAGAGG 66 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR : 93 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 13" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

CCGGCCAGTC AGGCCACACT TAATTAAGTT TAAACGCGGC CCCGGCGCGC CTAGGTGTGT 6 0 

GCTCGAGGGC CCAACCTCAG TACCTGGTTC AGG 93 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 93 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE 
(A) DESCRIPTION 



Autre acide nucleique 

/desc = "oligonucleotide synthetique 14 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 



CCGGCCTGAA CCAGGTACTG AGGTTGGGCC CTCGAGCACA CACCTAGGCG CGCCGGGGCC 



60 



GCGTTTAAAC TTAATTAAGT GTGGCCTGAC TGG 



93 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 50 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 15" 

(xi) DESCRIPTION DE . LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 

GGTCTAGAAT GGCCTGCACC AACAACGCCA TGAGGGCCCT CTTCCTCCTC 50 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 50 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 16" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 

CCGAATTCGG CGCCGTGCAC GATGCAGAAG AGCACGAGGA GGAAGAGGGC 5 0 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 81 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(ix) CARACTERI STIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : 7 . . .73 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 



Q 
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TCTAGA ATG GCC TGC ACC AAC AAC GCC ATG AGG GCC CTC TTC CTC CTC 4 8 

Met Ala Cys Thr Asn Asn Ala Met Arg Ala Leu Phe Cys lie 
1 5 10 

CTG CTC TTC TGC ATC GTG CAC GGC GCCGAATTC 81 
Val Leu Phe Cys lie Val His Gly 
15 20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 17" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 16: 

GATAAGCTTA TCGGTTCCTG CGTG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 18" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 

GGCTCGAGTC AAGTCTCGCA CCAGCAGTTC AC 



2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 213 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

( ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 7 . . . 205 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
TCTAGA ATG GCC TGC ACC AAC AAC GCC ATG AGG GCC CTC TTC CTC CTC 
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Met Ala Cys Thr Asn Asn Ala Met Arg Ala Leu Phe Cys lie 
15 10 

CTG CTC TTC TGC ATC GTG CAC GGC GAT AAG CTT ATC GGT TCC TGC GTG 96 
Val Leu Phe Cys lie Val His Gly Asp Lys Leu lie Gly Ser Cys Val 
15 20 25 30 

TGG GGT GCT GTG AAC TAC ACT TCC GAT TGC AAC GGT GAG TGC AAG AGG 144 
Trp Gly Ala Val Asn Tyr Thr Ser Asp Cys Asn Gly Glu Cys Lys Arg 
35 40 45 

AGG GGT TAC AAG GGT GGT CAC TGC GGT TCC TTC GCT AAC GTG AAC TGC 192 
Arg Gly Tyr Lys Gly Gly His Cys Gly Ser Phe Ala Asn Val Asn Cys 
50 55 60 

TGG TGC GAG ACT TGACTCGAG 213 
Trp Cys Glu Thr 
65 



J 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 83 8 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 



(ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: promoteur CsVMV 

(B) EMPLACEMENT: 7 . . 532 

( ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: site de clonage multiple 

(B) EMPLACEMENT: 53 3. .56 8 

( ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE : terminateur 

(B) EMPLACEMENT: 569. .832 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 

AAGCTTCCAG AAGGTAATTA TCCAAGATGT AGCATCAAGA ATCCAATGTT TACGGGAAAA 60 

ACTATGGAAG TATTATGTGA GCTCAGCAAG AAGCAGATCA ATATGCGGCA CATATGCAAC 120 

CTATGTTCAA AAATGAAGAA TGTACAGATA CAAGATCCTA TACTGCCAGA ATACGAAGAA 18 0 

GAATACGTAG AAATTGAAAA AGAAGAACCA GGCGAAGAAA AGAATCTTGA AG ACGT AAG C 24 0 

ACTGACGACA ACAATGAAAA GAAGAAGATA AGGTCGGTGA TTGTGAAAGA G A CAT AG AG G 3 00 

ACACATGTAA GGTGGAAAAT GTAAGGGCGG AAAGTAACCT TATCACAAAG G AATCTT AT C 3 60 



CCCCACTACT TATCCTTTTA TATTTTTCCG TGTCATTTTT GCCCTTGAGT TTTCCTATAT 



420- 
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AAGGAACCAA 


GTTCGGCATT 


TGTGAAAACA 


AGAAAAAATT 


TGGTGTAAGC 


TATTTTCTTT 


480 


GAAGTACTGA 


GGATACAACT 


TCAGAGAAAT 


TTGTAAGTTT 


GTAGATCTCG 


ATTCTAGAAG 


540 


GCCTGAATTC 


GAGCTCGGTA 


CCGGATCCAA 


TTCCCGATCG 


TTCAAACATT 


TGGCAATAAA 


600 


GTTTCTTAAG 


ATTGAATCCT 


GTTGCCGGTC 


TTG CGATGAT 


TATCATATAA 


TTTCTGTTGA 


660 


ATTACGTTAA 


GCATGTAATA 


ATTAACATGT 


AATGCATGAC 


GTTATTTATG 


AGATGGGTTT 


720 


TTATGATTAG 


AGTCCCGCAA 


TTATACATTT 


AATACGCGAT 


AGAAAACAAA 


ATATAGCGCG 


780 


CAAACTAGGA 


TAAATTATCG 


CGCGCGGTGT 


CAT CT ATGTT 


ACTAGATCGG 


GGATCGAT 


838 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1036 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: promoteur CsVMV 

(B) EMPLACEMENT : 7 . .532 

{ ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 53 9 . .736 

( ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: terminateur nos 

(B) EMPLACEMENT: 76 7. .103 0 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 



AAGCTTCCAG 


AAGGTAATTA 


TCCAAGATGT 


AGCATCAAGA 


ATCCAATGTT 


TACGGGAAAA 


60 


ACTATGGAAG 


TATTATGTGA 


GCTCAGCAAG 


AAGCAGATCA 


ATATGCGGCA 


CATATGCAAC 


120 


CTATGTTCAA 


AAATGAAGAA 


TGTACAGATA 


CAAGATCCTA 


TACTGCCAGA 


ATACGAAGAA 


180 


GAATACGTAG 


AAATTGAAAA 


AGAAGAACCA 


GGCGAAGAAA 


AGAATCTTGA 


AGACGTAAGC 


240 


ACTGACGACA 


ACAATGAAAA 


GAAGAAGATA 


AGGTCGGTGA 


TTGTGAAAGA 


GACATAGAGG 


300 


ACACATGTAA 


GGTGGAAAAT 


GTAAGGGCGG 


AAAGTAACCT 


TATCACAAAG 


GAATCTTATC 


360 


CCCCACTACT 


TATCCTTTTA 


TATTTTTCCG 


TGTCATTTTT 


GCCCTTGAGT 


TTTCCTATAT 


420 


AAGGAACCAA 


GTTCGGCATT 


TGTGAAAACA 


AGAAAAAATT 


TGGTGTAAGC 


TATTTTCTTT 


480 


GAAGTACTGA 


GGATACAACT 


TCAGAGAAAT 


TTGTAAGTTT 


GTAGATCTCG 


ATTCTAGA 


538 



WO 99/53053 



10 



PCT/FR99/00843 



ATG GCC TGC ACC AAC AAC GCC ATG AGG GCC CTC TTC CTC CTC GTG CTC 586 
Met Ala Cys Thr Asn Asn Ala Met Arg Ala Leu Phe Leu Leu Val Leu 
1 5 10 15 



TTC TGC ATC GTG 
Phe Cys lie Val 
20 



CAC GGC GAT AAG CTT 
His Gly Asp Lys Leu 
25 



ATC GGT TCC TGC GTG 
lie Gly Ser Cys Val 
30 



TGG GGT 634 
Trp Gly 



GCT GTG AAC TAC ACT TCC GAT TGC AAC GGT GAG TGC AAG AGG AGG GGT 682 
Ala Val Asn Tyr Thr Ser Asp Cys Asn Gly Glu Cys Lys Arg Arg Gly 
35 40 45 

TAC AAG GGT GGT CAC TGC GGT TCC TTC GCT AAC GTG AAC TGC TGG TGC 73 0 

Tyr Lys Gly Gly His Cys Gly Ser Phe Ala Asn Val Asn Cys Trp Cys 
50 55 60 

GAG ACT TGACTCGAGG GGGGGCCCGG TACCGGATCC AATTCCCGAT CGTTCAAACA 7 86 
Glu Thr 
65 

TTTGGCAATA AAGTTTCTTA AGATTGAATC CTGTTGCCGG TCTTGCGATG ATTATCATAT 846 

AATTTCTGTT GAATTACGTT AAGCATGTAA TAATTAACAT GTAATGCATG ACGTTATTTA 906 

TGAGATGGGT TTTTATGATT AGAGTCCCGC AATTATACAT TTAATACGCG ATAGAAAACA 966 

AAATATAGCG CGCAAACTAG GATAAATTAT CGCGCGCGGT GTCATCTATG TTACTAGATC 1026 

GGGGATCGAT 1036 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 52 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 1" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 

) AGCTTGGATA AAAGAGACAA GTTGATTGGC AGCTGTGTTT GGGGCGCCGT CA 52 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 22: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR : 56 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 2" 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
AGTGTAGTTG ACGGCGCCCC AAACACAGCT GCCAATCAAC TTGTCTCTTT TATCCA 56 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 23: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 52 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

CO NOMBRE DE BRINS ; simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 3" 

<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23: 

ACTACACTAG TGACTGCAAC GGCGAGTGCA AGCGCCGCGG TTACAAGGGT GG 52 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 24: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 52 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 4" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 24: 

CACAATGGCC ACCCTTGTAA CCGCGGCGCT TGCACTCGCC GTTGCAGTCA CT 52 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 25: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 56 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 5" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25: 

t- 

CCATTGTGGA TCCTTCGCTA ACGTTAACTG TTGGTGTGAA ACCTGATAGG TCGACA 56 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 26: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 52 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 
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(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 6" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 26: 

GATCTGTCGA CCTATCAGGT TTCACACCAA CAGTTAACGT TAGCGAAGGA TC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 27: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 42 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 19" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 27: 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 28: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 42 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 20" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 28: 

TCGACCTATC AGGTTCTACA CCAACAGTTA ACGTTAGCGA AG 42 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 29: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 2 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 21" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 29: 




GATCCTTCGC TAACGTTAAC TGTTGGTGTA GAACCTGATA GG 



42 




CTAGTGACTG CAACGGCGAG TGCTTGTTGC GC 



32 



0 



O 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 30: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 22" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 30: 

GCAACAAGCA CTCGCCGTTG CAGTCA 26 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 31: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 3 2 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 23" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 31: 

CTAGTGACTG CGCTGCTGAG TGCAAGCGGC GC 32 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 32: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 6 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc - "oligonucleotide synthetique 24 " 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 32: 

GCCGCTTGCA CTCAGCAGCG CAGTCA 26 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 33: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 4 0 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 



o 
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(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 25 n 
(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 33: 
AGCTTGGATA AAAGAGCTGC TGCTGCTGGT AGCTGTGTTT 40 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 34: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE; nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 26" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 34: 

GGGGCGCCGT CAACTACA 18 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 35: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 2 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 27" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 35: 

CTAGTGTAGT TGACGGCGCC CC 22 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 36: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 6 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = 11 oligonucleotide synthetique 28" 

r 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 36: 
AAAC AC AG CT ACCAGCAGCA GCAGCTCTTT TATCCA 36 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 37: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 29" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 37: 

CTAGTGACTG CGCTGCTGAG TGCTTGTTGC GC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 38: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 30" 




(xi) 



DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 38: 



GCAACAAGCA CTCAGCAGCG CAGTCA 
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